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1 Einleitung 
Humanes Endometrium 
Das uterine Endometrium weist eine enorme Plastizität im Rahmen des monatlichen zyklischen 
Umbaus auf, sowie in der frühen Schwangerschaft als Zielgewebe der implantierenden Blastozyste. 
Neben Bindegewebszellen (Stroma), kleinen Gefäßen und Immunzellen, bilden die endometrialen 
Epithelzellen den Hauptanteil des Endometriums. Es handelt sich um ein einfaches, einschichtiges 
Epithel. Das luminale Epithel (LE) schließt die Oberfläche des Endometriums zum Lumen hin ab. Das 
glanduläre Epithel (GE) kleidet die tief ins Endometrium ziehenden Drüsenschläuche aus. Aus streng 
morphologischer Sicht geht das LE in das GE über, beide bilden ein Kontinuum. 
Beim Menschen gliedert sich der menstruelle Zyklus in zwei Hälften: die proliferative Phase (Tag 6-
14) beginnt mit dem Ende der Mens und ist durch einen hohen Serumspiegel des ovariellen 
Steroidhormons Östrogen gekennzeichnet. Dieses führt zu einer starken Proliferation der 
endometrialen Drüsen und zu einem Aufbau des Stratum functionale. Die Epithelzellen zeigen einen 
typischen polarisierten Phänotyp mit zahlreichen Mikrovilli am apikalen Zellpol und spezifische 
apikale Markerenzyme (Suzuki et al., 1981; Imai et al., 1992). Die proliferative Phase endet mit dem 
Einsetzen der Ovulation, die durch einen raschen Anstieg des, durch die Adenohypophyse 
sezernierten, luteinisierenden Hormons ausgelöst wird (LH-Peak). Die zweite, als Lutealphase 
bezeichnete, Zyklushälfte wird durch erhöhte Serumspiegel des ovariellen Steroidhormons 
Progesteron dominiert. Dieses führt zu einer Ausdifferenzierung des endometrialen Epithels. Es 
kommt zur Ausbildung spezieller apikaler Protrusionen (Martel et al., 1987; Nikas et al., 1995) und 
zum Verlust apikaler Markerenzyme (Suzuki et al., 1981; Imai et al., 1992). In der frühen bis mittleren 
Lutealphase bilden sich große Glykogenvakuolen in glandulären Epithelzellen und die Morphologie 
der Epithelzellen wechselt von hochprismatisch zu einer kuboidalen Form. Ab der mittleren bis späten 
Lutealphase kommt es zur luminalen Sekretion der endometrialen Drüsen (Noyes et al., 1950). Neben 
der Änderung in der apikalen Domäne, kommt es auch im Bereich der Basallamina zu Änderungen in 
der Expression extrazellulärer Matrixmoleküle wie Laminin, Kollagen Typ IV und Proteoglykanen 
(Aplin et al., 1988; Bilalis et al., 1996; Tanaka et al., 2009). 
Bei der Vorbereitung und Aufrechterhaltung der frühen Schwangerschaft spielen die endometrialen 
Epithelzellen eine wesentliche Rolle. Durch das Drüsensekret der glandulären Epithelzellen wird der 
Embryo mit Glykogen, Proteinen und Lipiden versorgt. Diese histiotrophe Funktion wird durch das 
erste Trimester hindurch bis zum Aufbau der plazentalen Blutversorgung aufrechtgehalten (Burton et 
al., 2002). Doch bereits vor der Implantation der Blastozyste ist die Umwandlung des Endometriums 
in einen rezeptiven Funktionszustand entscheidend. Hierbei tritt eine umfassende Umstrukturierung 
der Polarität des einschichtigen Epithels ein. In dieser ersten Phase der Implantation kommt es zu 
einem engen Aneinanderlagern (Apposition) der Plasmamembranen von ebenfalls einschichtigen 
Einleitung 
 
 
Seite | 6 
 
Epithelzellen der Blastozyste (Trophoblastzellen) und Plasmamembranen endometrialer Epithelzellen. 
Daran schließt sich die Adhäsion der Blastozyste an das Endometrium an. Dies stellt einen 
zellbiologisch höchst interessanten Vorgang dar, ein „Zellbiologisches Paradox“ (Denker, 1993, 
1994), das darin besteht, dass die apikalen Oberflächen der hier in Kontakt tretenden Epithelzellen 
normalerweise nicht adhäsiv sind. Im zeitlichen Verlauf dieser Differenzierungsprozesse wird eine 
weitere Besonderheit der Vorgänge während der frühen Implantation deutlich. Die Rezeptivität des 
endometrialen Epithels besteht nur für eine limitierte Zeitspanne innerhalb des Zyklus. Diese Phase 
wird häufig als Implantations- oder auch Nidationsfenster bezeichnet (Nikas et al., 1995; Kabir-
Salmani et al., 2008). Sie dauert etwa vom 20. bis zum 24. Tag  des Zyklus. Da die Blastozyste jedoch 
auch ektopisch implantieren kann, so zum Beispiel im Eileiter oder im Peritoneum, stellt im Vergleich 
zu anderen Epithelien vielmehr die nicht-rezeptive Phase, in der eine Implantation strikt verhindert 
wird, eine Besonderheit endometrialer Epithelzellen dar. Unter dem Aspekt der Rezeptivität 
endometrialer Epithelzellen wird dem Endometrium ein wesentlicher Anteil am Gelingen und 
Fortbestehen der frühen Schwangerschaft zugesprochen (Lessey, 2011). 
Sowohl die luminalen als auch die glandulären endometrialen Epithelzellen bilden die erste zu 
überwindende Barriere für die invadierenden Trophoblastzellen der Blastozyste. Der 
Implantationsmodus beim Menschen wurde als invasiv beschrieben (Schlafke und Enders, 1975; 
Lindenberg et al., 1986). Trophoblastzellen penetrieren zwischen den endometrialen Epithelzellen 
hindurch in Richtung der Basallamina. Trotz der Limitierung von Material zur Untersuchung früher 
menschlicher Implantationsstellen gibt es dafür vereinzelt Hinweise (Enders, 1976) anhand von 
Präparaten der bedeutenden Carnegie Collection (O'Rahilly und Muller, 2010). Bei in vitro Studien 
mit Primärmaterial kommt es dabei unter anderem zur Ausbildung heterologer Zell-Zell-Kontakte 
zwischen Trophoblastzellen und endometrialen Epithelzellen (Bentin-Ley et al., 2000).  
Ziel des ersten experimentellen Abschnitts dieser Arbeit war es, die Lokalisierung typischer lateraler 
Adhäsions-Marker für epitheliale Zell-Zell-Kontakte an endometrialen Epithelzellen zu untersuchen. 
Die Studie wurde an zyklusdatierten humanen Endometriumproben über den gesamten Verlauf des 
menstruellen Zyklus durchgeführt. 
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Laterale interepitheliale Zell-Zell-Adhäsionkomplexe 
Klassischerweise wird der epitheliale Zell-Zell-Adhäsions-Komplex polarisierter Epithelzellen (im 
Folgenden auch als „junction-Komplex“ bezeichnet) vor allem aufgrund ultrastruktureller Kriterien 
(Abbildung 1) in drei Anteile untergliedert: tight junctions, adherens junctions und Desmosomen 
(Farquhar und Palade, 1963).  
 
 
Abbildung 1  Schematische Darstellung der klassischen junction-Komplexe. 
Die klassische Einteilung der drei lateralen junction-Komplexe polarisierter Epithelzellen wurde aufgrund 
morphologischer Kriterien aus Ultrastrukturaufnahmen (wie im Bild rechts) abgeleitet. Im Schema abgebildet 
sind außerdem: Nukleus (N), Mikrovilli (Mv), Gap junctions (GJ) und Hemidesmosomen (HD). Die schwarzen 
Linien stehen für Aktinfilamente, in rot ist das Intermediärfilamentsystem skizziert. Schema und 
Ultrastrukturaufnahme abgewandelt nach: Tsukita et al. (2001). 
 
Die tight junctions (zonula occludens) durchziehen die lateralen Membranen benachbarter 
Epithelzellen in Form einer durchgehenden subapikalen Ringstruktur. Sie schließen den 
Interzellularspalt benachbarter Zellen zum Lumen hin ab und bilden damit eine Diffusionsbarriere für 
Wasser, Ionen, andere lösliche Substanzen und auch Zellen. Neben dieser, als barrier function 
bezeichneten Aufgabe wird tight junctions außerdem eine fence function zugesprochen (Tsukita et al., 
2001). Fence function bedeutet, dass die tight junctions die apikale Plasmaembran-Domäne von der 
baso-lateralen trennen, indem sie die freie Diffusion von Membranproteinen zwischen beiden, aber 
auch zwischen benachbarten Epithelzellen unterbinden (van Meer et al., 1986; van Meer und Simons, 
1986). Die Transmembranproteine der tight junctions (Occludine, Claudine und JAMs / junctional 
adhesion molecules) sind mit intrazellulären Linkerproteinen assoziiert, zu denen unter anderem das 
Protein Zonula occludens-1 (ZO-1) gehört. Bei der Entstehung von junctions wird ZO-1 zu JAMs 
assoziert beschrieben (Ichikawa-Tomikawa et al., 2011). An ausgereiften tight junctions ist ZO-1 
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sowohl intrazellulär mit Aktin, als auch in Richtung Membran mit Claudinen oder mit Occludinen 
assoziiert und wird daher als Marker für tight junctions eingesetzt (Ebnet et al., 2004). 
Beim Aufbau der  adherens junctions (zonula adherens) wird ebenfalls zwischen 
Transmembranproteinen und daran assoziierten intrazellulären Proteinen unterschieden. Die 
interzelluläre Bindung wird über klassische Cadherine, wie E-cadherin, vermittelt. Mit deren 
intrazellulären Endigungen binden sie an Catenine, zu denen α-catenin, β-catenin und das auch in 
Desmosomen vorkommende γ-catenin (Plakoglobin) gehören. Über die Catenine ist der Cadherin-
Catenin-Komplex der adherens junctions mit dem Aktinzytoskelett verbunden (Nathke et al., 1994; 
Meng und Takeichi, 2009). 
Bei den Desmosomen (maculae adhaerentes) wird die interzelluläre Bindung über die desmosomalen 
Cadherine (Desmogleine und Desmocolline) vermittelt. An die intrazellulären Endigungen 
(carboxyterminal) dieser Transmembranproteine binden Plaqueproteine aus der Famile der 
Armadilloproteine (Plakoglobin und Plakophilin). An diese assoziiert ist das desmosomale 
Plaqueprotein Desmoplakin, das den desmosomalen Plaque mit dem Intermediärfilamentsystem des 
Zytoskeletts verbindet (Holthofer et al., 2007; Garrod und Chidgey, 2008). 
 
Abbildung 2  Molekularer Aufbau von Demosomen. 
Schematische Darstellung der molekularen Bestandteile von Desmosomen. Die interzelluläre 
Bindung erfolgt über die - hier perlschnurartig dargestellten - extrazellulären Bindedomänen 
der desmosomalen Cadherine (Desmoglein und Desmocollin). Der intrazelluläre 
desmosomale Plaque setzt sich aus den Armadilloproteinen Plakoglobin (PG) und Plakophilin 
(PP) und dem daran gekoppelten Plaqueprotein Desmoplakin zusammen. Über Desmoplakin 
sind die Desmosomen mit Intermediärfilamenten (IF) verbunden. Schema abgewandelt nach: 
Garrod und Chidgey (2008).  
Einleitung 
 
 
Seite | 9 
 
Neben den tight junctions werden die beiden klassischen epithelialen junction-Typen adherens 
junctions und Desmosomen unter dem Begriff der „adhering junctions“ zusammengefaßt. Hierbei 
handelt es sich nicht nur um einen Sammelbegriff der beiden junction-Typen. Die Verwendung des 
Begriffs ist auch notwendig, weil die molekulare Zusammensetzung einiger junctions vom klassischen 
Aufbau der adherens junctions und Desmosomen abweicht und nicht klar zugeordnet werden kann 
(Borrmann et al., 2000; Franke, 2009; Franke et al., 2009).  
Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Fokus auf die Verteilung von Markern der Zell-Zell-
Adhäsionskomplexe (junction-Marker) entlang der lateralen Plasmamembrandomäne von glandulären 
endmometrialen Epithelzellen gelegt. Durch den Einsatz des oben beschriebenen tight junction-
Markers ZO-1, der mit den tight junctions die am weitesten lumenwärts gelegenen Abschnitte der 
lateralen Membranen markiert, erfolgte die Abgrenzung gegenüber der apikalen Plasmamembran-
Domäne. Für die basale Membrandomäne wurde ein Markerprotein aus der Reihe der 
Integrinuntereinheiten gewählt. Integrine sind vielfach am humanen Endometrium untersucht worden, 
nicht zuletzt unter dem Aspekt der Implantation, sowie der Rezeptivität der endometrialen 
Epithelzellen. Zur Abgrenzung der basalen Membrandomäne erwies sich die α6-Untereinheit (α6-
Integrin) als stabiler Marker, der am humanen Endometrium über den Zyklus hinweg entlang der 
basalen Plasmamembran glandulärer Epithelzellen lokalisiert ist (Lessey et al., 1992; Murray et al., 
1999; Vernet-Tomas Mdel et al., 2006).  
Zielsetzung des zweiten experimentellen Abschnitts dieser Arbeit war, mögliche Auswirkung der 
Mutation des desmosomalen Cadherins Desmoglein 2 auf die Ausbildung von Desmosomen und deren 
laterale Verteilung am endometrialen Epithel der Versuchstiere zu untersuchen. Im Zuge dessen sollte 
auch Augenmerk auf mögliche anatomische und morphologische Besonderheiten und Veränderungen 
der Uteri homozygot mutierter Tiere gelegt werden. 
Desmoglein 2-Mutation im Mausmodell 
Die in dieser Arbeit untersuchte Dsg2-mutierte Mauslinie ist zur Untersuchung der arrhythmogenen 
rechtsventrikulären Kardiomyopathie (ARVC) erstellt worden. In etwa 50 % aller Fälle ist diese 
Erkrankung auf erbliche Veränderung desmosomaler Komponenten zurückzuführen (Mutationen der 
Gene für Desmoglein 2, Desmocollin 2, Plakoglobin, Plakophilin 2 und Desmoplakin), die zu einem 
pathologischen Phänotypen am Herz führen (Krusche et al., 2011). Die im Folgenden als Desmoglein 
2-Mutation bezeichnete Deletion des Desmoglein 2 Gens erfolgte im Bereich der Exone 4-6 (DSG2-
ΔE4-E6). Dieser Abschnitt codiert für den Hauptteil der ersten zwei - von insgesamt vier - 
extrazellulären Bindedomänen (EC1/EC2) des desmosomalen Cadherins. Die Mutation interferiert 
daher mit den interzellulären cis- und trans-Bindungen. Über diese interagieren Homo- und 
Heteropolymere der desmosomalen Cadherine (Desmoglein 2 und Desmocollin 2) miteinander. 
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Während die von Eshkind et al. (2002) erzeugte DSG2-Nullmutanten embryonal letal sind, bringen die 
DSG2-mutierten Mäuse homozygoten Nachwuchs hervor (im Folgenden mit „d/d“ gekennzeichnet), 
der einen deutlichen Herzphänotyp aufweist. Aufgrund von verminderten d/d-Nachkommenzahlen bei 
heterozygoten Verpaarungen (Krusche et al., 2011) im Vergleich zu Wildtyptieren (wt/wt) und 
heterozygot mutierten Tieren (wt/d) ist die Mauslinie als subfertil zu bezeichnen.  
Im Zusammenhang mit den, am humanen Endometrium vorgenommenen Untersuchungen von 
junction-Markern im Hinblick auf Implantationsvorgänge, wurde die DSG-2-Mauslinie in die 
Untersuchungen am Endometrium mit eingebunden.  
Ziel des dritten experimentellen Abschnitts dieser Arbeit war es, ein in vitro System zu etablieren, das 
als Modell für endometriale Drüsen herangezogen werden kann. Anhand von Drüsengewebe-
ähnlichen Sphäroiden wurde die Polarität von endometrialen Epithelzellen untersucht. Desweiteren 
wurde untersucht, ob sich, im Gegensatz zu Monolayerkulturen, bei den 3D-Zellkulturen eine 
Verteilung von junction-Markern entlang lateraler Membranen hoch polarisierter endometrialer 
Epithelzellen - analog zu den im Gewebe beobachteten Epithelzellen - darstellen und untersuchen 
lässt. Um den Aspekt der Interaktion von endometrialem Epithel und Trophoblastzellen über laterale 
junctions experimentell untersuchen zu können, wurde das neu zu etablierende System schließlich mit 
Zellen einer Trophoblastzelllinie konfrontiert.  
Endometriale Epithelzellkultur 
Um das endometriale Epithel anhand einer Zelllinie in einem in vitro-System modellhaft zu 
untersuchen, empfahl sich die Verwendung einer immortalisierten Zelllinie. Bis vor kurzem (Korch et 
al., 2012) waren zwei immortalisierte endometriale Epithelzelllinien beschrieben worden (hTERT-
EEC und HES), von denen die erstgenannte über lange Zeit in unserem Labor eingesetzt wurde (von 
Dr. S. Hombach-Klonisch und Prof. Dr. T. Klonisch zur Verfügung gestellt). Seit der 
Veröffentlichung von Korch et al. (2012) über Misidentifizierung der genannten Linien - demnach 
existieren momentan keine immortalisierten endometrialen Epithelzelllinien - wurde der 
experimentelle Ansatz im in vitro System auf endometriale Adenokarzinomzelllinien umgestellt.  
Unter Berücksichtigung der bisher bearbeiteten Fragestellungen wurden die Charakteristiken der 
verfügbaren endometrialen Epithelzellen in Bezug auf Polarität, Ausbildung lateraler junctions und  
rezeptiver Eigenschaften anhand der Literatur recherchiert (Abbildung 3). Verwendung fanden 
schließlich die drei endometrialen Adenokarzinomzelllinien RL95-2 (Thie und Denker, 2002), 
Ishikawa (Nishida, 2002) und HEC-1-A (Kurarmoto et al., 2002), die - in der Reihenfolge ihrer 
Erwähnung - als schwach polar, moderat polar und stark polar eingestuft werden. Die Adhäsivität der 
Zelllinien verhielt sich umgekehrt zur postulierten Polarität: die am wenigsten polaren Zellen zeigten 
in Konfrontationsassays die stärkste Adhäsivität im Bereich der apikalen Membranen und umgekehrt.  
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Während sich die Beobachtungen am humanen Endometrium auf den menstruellen Zyklus 
beschränken, bietet das in vitro-System den Vorteil, durch Konfrontation der endometrialen 
Epithelzellen mit Trophoblastzellen, invasive Vorgänge während der Implantation zu simulieren. Zu 
den häufig verwendeten Trophoblastzelllinien gehören die Choriokarzinomzelllinien BeWo, JAR und 
Jeg-3. Methodisch fokussierten sich die mit diesen Trophoblastzelllinien bereits durchgeführten 
Experimente anderer Gruppen auf den Erstkontakt der Blastozyste mit dem luminalen endometrialen 
Epithel und die anschließende Invasion in das endometriale Stroma. Hierzu wurden von Grümmer et 
al. (1994) aus den Trophoblastzelllinien Sphäroide generiert und mit diesen entweder Monolayer 
endometrialer Zelllinien oder primäre Gewebsfragmente konfrontiert. Zum Vergleich der Invasivität 
der Trophoblastzelllinien wurden außerdem Invasionsversuche in Matrigel (Boyden chamber) 
durchgeführt (Hohn und Denker, 2002). Zur Beurteilung der Adhäsivität der oben erwähnten 
endometrialen Zelllinien schwacher und starker Polarität (RL95-2 und HEC-1-A) sind außerdem 
Rasterkraftmessungen (atomic force microscope) mit, auf einen Cantilever aufgebrachten, JAR-Zellen 
durchgeführt worden (Thie et al., 1998). Um das endometriale Epithel entsprechend stärker polarisiert 
zu erhalten, wurden von der gleichen Gruppe Ishikawa und HEC-1-A Zellen auf einer Fibrin-Agarose-
Gelmatrix kultiviert und dann mit JAR-Sphäroiden konfrontiert. Zur weiteren Annäherung an die in 
vivo-Situation wurden dabei zusätzlich endometriale Stromazellen in die Matrix unterhalb der 
Epithelzellen gebracht. 
Bei dem, in dieser Arbeit vorgestellten, in vitro-System wurde ein anderer Weg beschritten. Wie oben 
erwähnt kommt dem Drüsenepithel des Endometriums noch bis weit in das erste Trimester der 
Schwangerschaft eine wichtige Rolle bei der Versorgung des Embryos zu. Im Zuge der frühen 
Plazentation kommt es deshalb zur Eröffnung dieser Drüsen. Die daran beteiligten Trophoblastzellen 
wandern aus den, sich in das Endometrium verankernden Haftzotten des Embryoblasten,  als einzelne 
Zellen aus und werden als extravillöse Trophoblastzellen (EVT) bezeichnet. Lange Zeit war bekannt, 
dass diese nicht nur in das Stroma invadieren („interstitieller Trophoblast“) sondern auch, durch das 
Ersetzen von Endothelzellen, Gefäße eröffnen („endovaskulärer Trophoblast“). In neueren Studien 
wurden nun auch Trophoblastzellen zwischen den Epithelzellen endometrialer  Drüsen nachgewiesen 
und folglich als „endoglandulärer Trophoblast“ bezeichnet (Moser et al., 2010).  
Um diese „alternative Route“ des Trophoblasten zu untersuchen und zusätzlich die Beobachtungen am 
Drüsenepithel im Gewebe experimentell zu überprüfen, wurden anstelle von Trophoblastzellen die 
endometrialen Epithelzellen zu Sphäroiden kultiviert. Um den extravillösen Trophoblasten zu 
simulieren wurde eine Fusionszellline aus primären extravillösen Trophoblastzellen - deren Zellen ihre 
Teilungsfähigkeit eingebüßt haben -  und der Choriokarzinomzelllinie Jeg-3 (AC-1M88) verwendet 
(Frank et al., 1999; Frank et al., 2000). Diese zeigt im Vergleich zu den oben genannten 
Trophoblastzelllinien ein stärker migratorisches Verhalten (Hannan et al., 2010).  
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2 Material und Methoden 
 
2.1 Humane Gewebeproben 
 
2.1.1 Gewinnung humaner Endometriumproben 
Alle verwendeten Gewebe stammten aus der Endometriumproben-Bank des Instituts für Molekulare 
und Zelluläre Anatomie, Arbeitsgruppe Prof. Classen-Linke. In Zusammenarbeit mit den 
Frauenkliniken des St. Antonius Hospitals in Eschweiler, des Marienhospitals und des Luisenhospitals 
in Aachen, sowie des Uniklinikums Aachen, waren die Proben aus Hysterektomiematerial gewonnen 
und zur Verwendung für Forschungszwecke durch die Ethikkommission der Medizinischen Fakultät 
der RWTH Aachen genehmigt (EK 347) worden. Indikationen zur Hysterektomie waren benigne 
Erkrankungen wie Uterus myomatosus oder Descensus uteri. Die Patientinnen im Alter von 25-52 
Jahren (Durchschnitt 41,8 Jahre) waren fertil, wiesen einen normalen Zyklus auf und waren über einen 
Zeitraum von mindestens drei Monaten vor dem Eingriff nicht hormonell therapiert worden.  
Nach Eröffnung des operativ entfernten Uterus erfolgte die Exzision eines etwa 1,5 cm langen und 0,5 
cm breiten Gewebestücks aus dem Corpus bzw. dem Fundus uteri. Die Tiefe der Exzision stellte 
sicher, dass das komplette Endometrium inklusive eines Teils des Myometriums erfasst wurde. Das 
Gewebe wurde entweder direkt in 3,7%-igem (v/v) phosphatgepufferten Formalin fixiert oder unfixiert 
in einem verschlossenen Kryoröhrchen in flüssigem Stickstoff kryokonserviert. Die Kryoproben 
wurden bis zur Verwendung bei -40°C gelagert. Zur real time RT-PCR Analyse wurden die Proben 
direkt in RNAlater® (Ambion, Huntingdon, Großbritannien) überführt und bis zur Weiterverarbeitung 
bei -40°C gelagert.  
2.1.2 Zyklusdatierung der humanen Endometriumproben 
Die Zyklusdatierung der Proben erfolgte durch histologische Untersuchung der HE-Präparate nach den 
Kriterien von  Noyes et al. (1950); Zyklusangaben der Patientinnen wurden dabei mitberücksichtigt. 
Dennoch lag für einige Proben die Genauigkeit der Datierung lediglich in einem Bereich von zwei bis 
vier Tagen (z.B. „Tage 18/19“ oder „Tage 4-7“). 
2.1.3 Verwendete humane Proben 
Zur Untersuchung der Lokalisation von Zell-Zell-Kontakten über den Verlauf des menstruellen Zyklus 
hinweg, wurden insgesamt 36 endometriale Proben herangezogen. In Tabelle 1 ist die Anzahl der 
Proben pro Zyklustag und deren Einteilung in proliferative Phase (Tage 6-14; n=13), frühe Luteal- 
(Tage 15-19; n=10), mittlere Luteal- (Tage 20-23; n=6) und späte Lutealphase (Tage 24-28; n=7) des 
Zyklus aufgetragen.   
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Tabelle 1  Datierung und Einteilung der verwendeten humanen endometrialen Proben 
Zyklustag Anzahl der Proben Zyklusphase 
Tag 6 1 
proliferative Phase 
Tag 7 1 
Tag 8 1 
Tag 9 3 
Tag 10 1 
Tag 11 1 
Tag 13/14 1 
Tag 14 4 
Tag 17 2 
frühe Lutealphase 
Tag 17/18 2 
Tag 18 2 
Tag 18/19 1 
Tag 19 3 
Tag 20/21 2 
mittlere Lutealphase 
Tag 21 1 
Tag 21/22 1 
Tag 22/23 1 
Tag 23 1 
Tag 24 3 
späte Lutealphase 
Tag 25/26 1 
Tag 26 2 
Tag 27 1 
 
2.1.4 RNA humaner Proben (real time RT-PCR)  
Zur quantitativen Bestimmung von Zell-Zell-Adhäsionsmarkern über den Zyklus, wurde eine real time 
RT-PCR Analyse an 23 humanen Endometriumproben durchgeführt. Tabelle 2 gibt wieder, welche 
Zyklustage abgedeckt wurden und wie viele Proben jeweils untersucht wurden. Als Marker für 
epitheliale Zell-Zell-Kontakte wurde Desmoplakin (DSP)-, E-Cadherin (ECAD)- und ZO-1-mRNA 
untersucht. Als Referenzgen wurde ALAS1 (5-Aminolevulinat-synthetase 1) eingesetzt. Es handelt 
sich bei ALAS1 um das Gen für ein konstitutiv exprimiertes housekeeping Enzym. Die verwendeten 
Proben enthielten sowohl Epithel- als auch Stromazellen. Um das relative Verhältnis von Epithel- zu 
Stromazellen in den einzelnen Proben zu erfassen, wurden auch die Keratin 18- (KRT 18) und 
Vimentin- (VIM) mRNA Level bestimmt.   
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Tabelle 2  Auswahl humaner endometrialer Proben für real time RT-PCR 
Zyklustag 6 4-7 7 8 9 10 11-14 14 17 18 19 20 23 24 26 
Anzahl der 
RNA-Proben 
1 3 3 1 1 1 1 2 1 1 2 2 1 2 1 
Zyklusphase proliferative Phase 
frühe mittlere späte 
Lutealphase 
 
 
2.1.5 RNA Probenaufarbeitung 
Die Isolierung der Gesamt-RNA erfolgte mit einem High Pure RNA Tissue Kit (Roche, Mannheim, 
Deutschland). 25 mg endometrialen Gewebes wurden in 900 µl Lyse- / Bindepuffer überführt und 90 s 
lang mit einem Glass-Teflon-Homogenisator homogenisiert. Die Homogenate wurden mit 700 µl 
wassergesättigtem Phenol-Chloroform-Isoamyl Alkohol (Ambion, Huntingdon, Großbritannien) 
vermischt und anschließend zentrifugiert (13.000 g, 2 min, RT). Die Überstände wurden im Verhältnis 
2:1 mit Ethanol gemischt und auf die, im Kit mitgelieferte, Säule aufgetragen. Die sich anschließenden 
Isolierungssschritte erfolgten mit geringen Modifikationen nach dem vom Hersteller vorgegebenen 
Protokoll: (a) DNAse I Behandlung wurde auf 30 min ausgedehnt und bei RT durchgeführt und (b) 
zum Eluieren der RNA wurden zweimal 50 µl des Elutionspuffers verwendet. 
 
2.1.6 RIN Wert Bestimmung 
Vor Durchführung der real time RT-PCR wurde die Qualität der mRNA-Proben überprüft. Die 
Messung von RIN-Werten (RNA integrity number) wurde in der IZKF Chip Facility des 
Universitätsklinikums Aachen / RWTH Aachen an einem Agilent 2100 bioanalyzer (Agilent 
Technologies, Santa Clara, CA/USA) durchgeführt. RIN-Werte geben den Degradationsgrad der RNA 
wieder (Schroeder et al., 2006). Im Mittel ergab sich für die verwendeten Proben ein RIN-Wert von 
7.3 (Standardabweichung: 0,759), was für eine ausreichend gute Qualität der RNA-Proben sprach. 
 
2.1.7 Primer Design und UPL Sonden 
Die verwendeten forward- (f) und reverse- (r) Primer, sowie die entsprechenden TaqMan-Sonden 
(Tabelle 8), wurden mit Hilfe des Universal Probe Library (UPL) Assay Design Centers (Roche) 
ausgewählt. 
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2.1.8 Real time RT-PCR 
Real time RT-PCR Analysen wurden an einem Light Cycler® (Roche, Mannheim, Deutschland) 
durchgeführt. Mit dem Roche AMV Kit (oligo-(dT)15 primer and the 1st strand cDNA synthesis Kit; 
Roche, Mannheim, Deutschland) wurden die entsprechenden cDNAs aus je 1 µg Gesamt-RNA revers 
transkribiert und mit dem Roche TaqMan Master Kit amplifiziert. Die PCR-Läufe wurden mit Hilfe 
der Light Cycler® Software (Version 3.5) wie folgt programmiert: (1) Denaturierung und Aktivierung 
der Taq-Polymerase über 10 min bei 95°C. (2) Amplifizierung und Quantifizierung: Denaturierung 
über 10 min bei 95°C; Annealing über 30 s bei 60°C; Extension über 1 s bei 72°C. (3) Abkühlen für 
30 s bei 40°C. Für die PCR Ansätze wurden 2 µl  cDNA mit 18 µl PCR Reaktionsmix gemischt. Die 
MgCl2 Konzentration betrug 3 mM. Als Negativkontrolle wurde Wasser verwendet. Zur Bestimmung 
der quantitativen PCR Effizienz wurden coefficient files für die ALAS1-PCR-Reaktion und die jeweils 
zu untersuchenden mRNA Amplifikate erstellt. Die Steigung der entsprechenden Standardkurve lag 
bei - 3,283 für die ALAS1-PCR. Für die DSP-, ECAD -, ZO-1-, KRT 18- und VIM-PCR lagen die 
Steigungen bei -3,556, -3,403, -3,460, -3,393 und -3,530. Abschließend wurde mit Hilfe der Roche 
RelQuant Software (Version 1.01), durch Vergleich der einzelnen coefficient files in Relation zum 
ALAS1 coefficient file, die quantitative Analyse durchgeführt. Die Ergebnisse parallel durchgeführter 
PCR Reaktionen wurden in Relation zueinander (relative units) aufgetragen. 
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2.2 Murine Gewebeproben 
 
2.2.1 DSG2-ΔE4-E6 Mäuse 
Bei der untersuchten Mauslinie ist eine Mutation des Desmoglein 2-Gens durch eine Deletion der 
Exone 4 bis 6 (DSG2-ΔE4-E6), die für die extrazelllulären Bindedomänen EC1 und EC2 codieren, 
erzeugt worden (Krusche et al., 2011). Um den Einfluss der Mutation auf die Expression und 
Verteilung desmosomaler Marker im endometrialen Epithel nichtschwangerer Mäuse zu untersuchen, 
wurden Immunfluoreszenz-Markierungen mit Antikörpern gegen Desmoplakin (polyklonal) und 
Desmoglein 2 (Tabelle 7) durchgeführt. 
 
2.2.2 Zyklusmonitoring  
Zum Ausschluss zyklusabhängiger Veränderungen wurden Uteri für die Immunfluoreszenzstudie 
ausschließlich während des Östrus entnommen. Das Monitoring der Tiere wurde in Zusammenarbeit 
mit Matthias Hodecker durchgeführt, der im Rahmen seiner Doktorarbeit die Uteri derselben Tiere 
ultrastrukturell untersuchte. Bestimmt wurde diese Zyklusphase durch eine Giemsa-Färbung 
cytologischer Präparate, die durch vaginale Lavage gewonnen wurden. Drei Tage, sowie 24 h und 
nochmals 6 h vor der geplanten Autopsie wurde den Tieren hierzu ca. 100 µl physiologische 
Natriumchlorid-Lösung (0,9 % (w/v) in H2O bidest.) mit einer Knopfkanüle vaginal appliziert, diese 
wieder aspiriert und in ein Eppendorf Reaktionsgefäß überführt. Das Aspirat wurde in vier 25 µl 
Portionen auf Superfrost®Plus Objekträger verteilt und über 30 min bei RT angetrocknet. Nach 
Fixierung mit Methanol über 10 min bei RT wurden die Präparate 30 min in frisch verdünnte Giemsa-
Lösung (1:50 (v/v) in H2O bidest.) getaucht. Nach einem kurzen Waschschritt in PBS und 
anschließend in VE-H2O (je 1 min), wurden die Präparate wieder 30 min bei RT luftgetrocknet und 
mit DePeX eingedeckt. 
 
2.2.3 Verwendete murine Proben 
Die Immunfluoreszenzstudie wurde an einer Gruppe von 10, als östrisch datierten, Mäusen im Alter 
von 9 bis 17 Wochen durchgeführt, 5 Wildtyptiere (wt/wt) und 5 Tiere mit homozygoter DSG2-
Mutation (d/d). Die Morphologie des endometrialen Epithels der Tiere wurde anhand von HE-
gefärbten Paraffinpräparaten untersucht. Neben der histologischen und immunhistochemischen 
Untersuchung wurde auch die Morphologie der Uteri und der Herzen während der Gewebeentnahme 
fotographisch dokumentiert.  
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Tabelle 3  Datierung und Gruppierung der verwendeten murinen Uterusproben 
 
Tiernummer
1)
 DSG-2 Genotyp Zyklusstadium Alter in Wochen
1)
 
 3835 wt/wt Östrus 11 
 
3851
2)
 
                             (4025) 
wt/wt Östrus 
112) 
                              (9) 
* 4017  wt/wt Östrus 9 
 4172 wt/wt Östrus 17 
■ 
4186   wt/wt Östrus 16 
◊ 3896  d/d Östrus 9 
◊ 3898  d/d Östrus 9 
* 4009  d/d Östrus 9 
 4178 d/d Östrus 17 
■ 
4182   d/d Östrus 16 
1) Geschwistertiere sind in der linken Spalte durch gemeinsame Symbole gekennzeichnet (*, ■, ◊).  
2) Nach 1. Reaktion durch (4025) ersetzt; zur Angleichung an die Gruppe aus der Ultrastrukturuntersuchung. 
2.2.4 Gewinnung muriner Endometriumproben 
Im Anschluss an die histologische Begutachtung der cytologischen Präparate, wurden die als östrisch 
identifizierten Tiere durch zervikale Dislokation getötet. Entlang der ventralen Mittellinie des 
Abdomens wurde ein Hautschnitt geführt und anschließend der Bauchraum eröffnet.  Nach Freilegen 
des Uterus, wurden die paarigen Uterushörner (Cornu uteri) von der Portio vaginalis, sowie von den 
Adnexen getrennt und auf eine Gewebekulturschale überführt. Reste des Mesometriums wurden 
entfernt und die Cornu uteri an der Bifurkation des Uterus voneinander getrennt.  Die einzelnen Cornu 
uteri wurden an der Wand eines Kryoröhrchens längs ausgerichtet, mit Tissue-Tek® überschichtet, in 
flüssigem Stickstoff kryokonserviert und bis zur Weiterverarbeitung bei - 40°C gelagert. 
2.2.5 Mikroskopie muriner Endometriumpräparate 
Um die Verteilung und relative Intensität der Reaktion gegen desmosomale Antikörper zwischen 
verschiedenen murinen Endometriumproben vergleichen zu können, wurden die 
Aufnahmemodalitäten (Laserintensitäten, Belichtungszeiten) bei jedem Experiment gleich belassen. 
Nach Kodierung der Präparate durch eine unabhängige Person wurden Epifluoreszenz- und 
Konfokalaufnahmen angefertigt. Die Bewertung von Fluoreszenzintensitäten und Verteilung der 
desmosomalen Marker erfolgte im Doppelblindverfahren durch zwei Personen (I. Classen-Linke; V. 
Buck).   
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2.3 Zellkultursysteme 
 
2.3.1 Endometriale Epithelzelllinien 
Zur in vitro Modellierung des endometrialen Epithels wurden vier unterschiedliche 
Adenokarzinomzelllinien eingesetzt, die sich in bisherigen Untersuchungen in ihrer Polarität bzw. in 
der Ausbildung ihrer lateralen Zell-Zell-Kontakte unterscheiden (Hannan et al., 2010). In Tabelle 4 
sind die vier Linien mit Bezugsquelle und der postulierten Polarität aufgelistet. Aufgrund von DNA-
Profilanalysen an verschiedenen endometrialen Zelllinien (Korch et al., 2012) ist die Identität der 
ECC-1 Zelllinie anzuzweifeln. Es scheint sich hierbei ebenfalls um eine Ishikawa-Zelllinie zu handeln. 
 
Tabelle 4  Endometriale Adenokarzinomzelllinien 
Zelllinie Bezugsquelle / Katalognummer Postulierte Polarität 
RL95-2 ATCC / CRL-1671 schwach 
ECC-1 [EnCa1] ATCC / CRL-2923 moderat 
Ishikawa ECACC / 99040201 moderat 
HEC-1-A ATCC / HTB-112 stark 
 
 
 
2.3.2 Zellkulturmedien und Zusätze 
Für die, in parallelen Ansätzen untersuchten, endometrialen Epithelzelllinien, gibt Tabelle 10 
einen Überblick über die Zusammensetzung der verwendeten Zellkulturmedien. Den 
Vorgaben der Zellbanken gemäß, wurden Standardzellkulturmedien („Grundmedium“, 
Tabelle 10) durch Zugabe von Supplementen individuell an die jeweilige endometriale 
Epithelzelllinie angepasst. Die Medienzusammensetzung für die übrigen Zelllinien (s. 2.3.3) 
sind in Tabelle 11 aufgeführt. 
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2.3.3 Nicht-endometriale Epithelzelllinien und endometriale Stromazelllinie 
 
MDCK Zellen 
MDCK (Madin-Darby canine kidney) Zellen dienen weithin als Modellzelllinie für polarisierte 
Epithelzellen. Der MDCK Klon MDc-2 (Windoffer et al., 2002) wurde verwendet, um das zu 
etablierende 3D-Modell methodisch zu prüfen. Die Zellen exprimieren ein fluoreszierendes 
Fusionsprotein aus Desmocollin 2a (Dsc2a) und green fluorescent protein (GFP). Für einen 
Kokulturansatz mit MCF-7 Zellen wurden außerdem MDCK-Wildtypzellen eingesetzt. 
 
MCF-7 Zellen 
Als Modellzellline für polarisierte Epithelzellen wurde die hormonresponsive Mamma 
Adenokarzinomzelllinie MCF-7 zur Etablierung grundlegender Parameter für das 3D-Modell 
verwendet. Ursprünglich wurde diese Zelllinie als immortalisierte endometriale Epithelzelllinie 
hTERT-EEC charakterisiert (Hombach-Klonisch et al., 2005) und als solche in den Versuchen 
eingesetzt. Im Zuge von Untersuchungen zur Authentifizierung verschiedener endometrialer 
Zelllinien, erwies sich die hTERT-EEC Zelllinie anhand ihres DNA-Profils jedoch als MCF-7 
Zelllinie (Korch et al., 2012). 
 
Endometriale Stromazelllinie 
Um den Einfluss von Stromazellen auf das Wachstumsverhalten und die Hormonresponsivität der 
Zelllinien zu untersuchen, wurde eine immortalisierte humane endometriale Stromazelllinie (HESC) 
eingesetzt (Krikun et al., 2004). Diese Zelllinie wurde uns von Prof. Dr. Elke Winterhager vom Institut 
für Molekularbiologie der Universität Duisburg-Essen zur Verfügung gestellt. 
 
Trophoblastzelllinie 
Die Zelllinie AC-1M88, ein Fusionsprodukt aus primärem extravillösem Trophoblasten und der 
Chorionkarzinomzelllinie JEG-3 (Frank et al., 2000), diente als Modell für die extravillösen 
Epithelzellen des Trophoblasten (EVT). Diese Linie wurde uns von Dr. Birgit Gellersen vom 
Endokrinologikum/Hamburg zur Verfügung gestellt. 
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2.3.4 Subkultivierungsroutine 
Die verwendeten Zelllinien wurden in einem Inkubator bei 37°C und 5% CO2 kultiviert. Alle zwei bis 
drei Tage wurde das Zellkulturmedium ersetzt. Etwa zweimal pro Woche wurden die Zellen, vor 
Erreichen der Konfluenz, passagiert. Zum Entfernen alter Mediumbestandteile wurden die Zellen 
zunächst kurz mit warmen EDTA (0,02 % (w/v) in PBS) gewaschen und dann durch Zugabe von  
warmem Trypsin/EDTA (0,25 % und 0,02 % (w/v) in PBS) über 3-15 min im Inkubator abgelöst 
(Tabelle 5). Die Zellsuspension wurde in serumhaltigem Medium („Vollmedium“) aufgenommen, um 
die Aktivität des Trypsins abzustoppen. Nach einem Zentrifugationsschritt zum Entfernen des 
Trypsins, wurde das Pellet erneut in Vollmedium aufgenommen. Die Zellen wurden durch sanftes 
Auf- und Abziehen mit einer serologischen Pipette resuspendiert und in der entsprechenden 
Verdünnung  (Tabelle 5) neu ausplattiert. 
Alternativ erfolgte das Passagieren ohne Zentrifugationsschritt. In dem Fall wurde die Trypsin/EDTA-
Lösung direkt nach der Zugabe wieder abgesaugt. Um Trypsinreste nach dem Ablösen der Zellen 
ausreichend zu verdünnen, wurden die abgelösten Zellen vor dem Ausplattieren in mindestens 4 ml 
Vollmedium resuspendiert. 
 
Tabelle 5  Parameter zur Subkultivierung der Zelllinien 
Zelllinie Inkubationszeit in 
Trypsin/EDTA 
relative Zentrifugalkraft/ 
Zentrifugationsdauer 
Verdünnung 
RL95-2 4-5 min 106 x g / 5 min 1:3 - 1:7 
ECC-1 [EnCa1] 4-6 min 106 x g / 5 min 1:5 - 1:10 
HEC-1-A 5-7 min 106 x g / 5 min 1:4 - 1:8 
Ishikawa 4-6 min 106 x g / 5 min 1:4 - 1:8 
HESC 3-4 min 19 x g / 3 min 1:5 - 1:7 
AC-1M88 5 min 106 x g / 3 min 1:5 - 1:10 
MDc-2 12-15 min 106 x g / 5 min 1:5 - 1:20 
MCF-7 4-6 min 106 x g / 5 min 1:5 - 1:20 
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2.3.5 Einfrieren von Zellen 
Zur Sicherung der verwendeten Zelllinien, wurden Aliquots früher Passagen regelmäßig in flüssigen 
Stickstoff überführt. Subkonfluente T-25 Zellkulturflaschen wurden hierzu wie in 2.3.4 beschrieben 
trypsinisiert. Die Zellen aller Flaschen wurden in einem 15ml Zentrifugenröhrchen (Falcon) vereinigt 
und abzentrifugiert. Nach Abnehmen des trypsinhaltigen Überstands, wurden die Zellen in 
eisgekühltem Einfriermedium aufgenommen (1ml je Zellkulturflasche). Das jeweilige Einfriermedium 
bestand aus dem Grundmedium der Zelllinien plus 45% (v/v) FCS und 10% (v/v) DMSO. Nach 
kurzem Resuspendieren der Zellen mit einer serologischen Pipette wurden Aliquots à 1 ml in sterile 
Kryoröhrchen überführt (Nalgene®, Thermo Scientific) und diese in einem Kryo-Einfrierbehälter 
(„Mr. Frosty“ Nalgene®) über Nacht bei -70°C heruntergekühlt. Nach 24 bis maximal 48 h wurden die 
Aliquots in flüssigen Stickstoff überführt. 
 
2.3.6 Auftauen von Zellen 
Zum Auftauen eingefrorener Aliquots früher Passagen oder neu erworbener Zelllinien wurden die 
eingefrorenen Kryoröhrchen kurz in einem 37°C warmen Wasserbad geschwenkt bis nur noch ein 
kleiner Rest der gefrorenen Suspension zu erkennen war. Nach Desinfektion mit 70%-igem (v/v) 
Ethanol (EtOH) wurde der Inhalt eines Kryoröhrchens auf 7 ml Vollmedium gegeben und in einem 
Zentrifugationsschritt (wie in Tabelle 5) absedimentiert. 
 
 
2.3.7 Monolayer-Zellkulturen 
Für Versuche an Monolayer-Zellkulturen wurden sterile, unbehandelte Deckgläschen (rund, 12 mm) 
in Zellkulturschalen vorgelegt und Zellen darauf ausplattiert. Für ein definiertes Ausplattieren wurde 
die Zellzahl mit einem Hämozytometer (Neubauer Kammer) bestimmt. Die Zellsuspension wurde 
während der Zellzählung in einem sterilen 15ml Zentrifugenröhrchen (Falcon) im Inkubator gelagert. 
Alle als Monolayer-Kulturen beschriebenen Versuche wurden auf unbeschichtetem Glas durchgeführt. 
Im Vergleich zum Plastiksubstrat der Zellkulturschalen wurden die Proliferationsraten der 
verwendeten Zelllinien durch Ausplattieren auf Glas vermindert. Dies musste bei der Planung des 
zeitlichen Ablaufs der Versuche mit beachtet werden. 
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2.3.8 Verwendung von Matrigel 
Als Matrix für 3D-Zellkulturen wurde rekonstituierte Basalmembran (BD Matrigel™ Matrix, Chargen-
Nummer: 20524), ein Extrakt aus dem Engelbreth-Holm-Swarm Maus Tumor (EHS Tumor),  in Form 
von dicken Gelen verwendet. Matrigel-Aliquots wurden über Nacht auf Eis aufgetaut. Alle verwendete 
Pipettenspitzen und Reaktionsgefäße wurden ebenfalls auf Eis gekühlt. Zum Ansetzen der Gele 
wurden die aufgetauten Matrigel-Aliquots mit dem gleichen Volumen serumfreien Mediums der 
jeweiligen Zelllinie überschichtet. Matrigel und Medium wurden mindestens zwanzigmal, durch 
Aspirieren in eine vorgekühlte Pipettenspitze, vermischt. Bis zum Ausplattieren der Gele wurde der 
Matrigel-Medium-Mix auf Eis gelagert. Die 1:2 Verdünnung des Matrigels blieb über die gesamten 
Versuche konstant. 
Das Ausplattieren der Gele erfolgte entweder auf permeablen Zellkultureinsätzen (12 mm Transwell 
Clear Filter Inserts, Costar® Corning® 3460) in 12-Well Mikrotiterplatten. Die permeablen 
Membranen der Zellkultureinsätze wurden komplett mit Gel überschichtet. Wegen einer 
Meniskusausbildung mussten insgesamt 200 µl Matrigel-Medium-Mix pro Einsatz ausplattiert 
werden. Nach einer Aushärtezeit von 1,5 - 2 h im Inkubator wurden 1 ml Medium unter und 500 µl 
Medium in die Einsätze gegeben. Zum zweitägigen Mediumwechsel wurde altes Medium unter den 
Einsätzen mit einem Absauger entfernt. Über den Gelen wurde das alte Medium vorsichtig mit einer 
Pipette abgenommen und die 12-Well Mikrotiterplatte dabei leicht gekippt, wobei ein Rest Medium 
auf den Gelen belassen wurde. Neues Medium wurde vorsichtig am Rand der Einsätze zugegeben, um 
die Gele nicht zu beschädigen.  
Um die Matrigel-Kulturen in Umfang und Handhabbarkeit zu vereinfachen, wurden Gele auch auf 
Glas-Kammerobjektträgern (LabTek™ 8-well glas chamber slides, Nalge Nunc) ausplattiert. Je ein 
Tropfen von 20µl Matrigel-Medium-Mix wurde mittig in jede der acht Kammern positioniert. Durch 
die hohe Oberflächenspannung des Matrigel-Medium-Mix konnten die Tropfen mit einer vorgekühlten 
Pipettenspitze in eine abgeflachte, quadratische Form gebracht werden. Hierzu wurde die 
Pipettenspitze in den Tropfen getaucht und ringsum entlang der Oberkante der Kammer geführt. Nach 
einer Aushärtezeit von 1 h im Inkubator wurde jeder Kammer 500 µl Medium vorsichtig zugegeben.  
Zum zweitägigen Mediumwechsel wurden die Kammerobjektträger um 45° gekippt, das gesamte alte 
Medium mit einer Pipettenspitze abgenommen und durch 500 µl frisches Medium ersetzt. Neben 
einem wesentlich sparsameren Einsatz von Matrigel, ermöglichte diese Vorgehensweise außerdem, 
nachträglich Monolayer-Kulturen auf den freien Glasflächen um das Gel herum auszuplattieren (siehe 
unten). 
  
Material und Methoden 
 
 
Seite | 24 
 
2.3.9 Alternative Ansätze für 3D-Kulturen 
 
Im Laufe der Etablierung eines Zellkulturmodellsystems, zur Beurteilung polarisierter 
Epithelzellstrukturen und zur Konfrontation dieser Strukturen mit Trophoblastzellen, wurden 
unterschiedliche Ansätze mit Matrigel verfolgt: 
 
Zellen auf Matrigel 
Beim einfachsten Ansatz zur Generierung räumlicher Strukturen aus polarisierten Epithelzellen 
wurden Zellen auf die ausgehärteten Gele ausplattiert. Je 500 µl mit 50.000 Zellen wurden auf die 
Gele der 12-Well Zellkultureinsätze ausplattiert, bzw. je 500 µl mit 10.000 Zellen auf die flachen Gele 
der Kammerobjektträger. Die zweitägigen Mediumwechsel erfolgten wie in 2.3.8 beschrieben. 
Mit Matrigel überschichtete Monolayer 
Die zur Etablierung der 3D-Kulturen und als Kontrollzelllinien verwendeten MCF-7 und 
MDCK/MDc-2 Zellen, wurden auf Glasbodenzellkulturschalen (35mm, MatTek, USA) subkonfluent 
kultiviert. Nach Entfernen des alten Mediums wurden die Zellen auf der Glasfläche im Zentrum der 
Schale mit je 100 µl Matrigel-Medium-Mix (1:2) überschichtet. Die Gele wurden für 2,5 h im 
Inkubator bei 37°C ausgehärtet und die Kulturschalen anschließend mit frischem Medium aufgefüllt. 
Nach 10 Tagen in vitro wurden an den MDc-2 Zellen Lebendaufnahmen am Konfokalmikroskop 
durchgeführt. MCF-7 Zellen wurden mangels fluoreszenter Fusionsproteine lediglich am 
Phasenkontrastmikroskop beobachtet und ihr Wachstumsverhalten dokumentiert.  
Zellen in Matrigel 
Zur Generierung zystenähnlicher Sphäroide wurden Zellen aus Monolayer-Kulturen abgelöst, 
vereinzelt und in dem unter 2.3.8 beschriebenen Matrigel-Medium-Gemisch ausplattiert. Zunächst 
wurden die subkonfluenten Epithelzell-Monolayer nach Absaugen des alten Mediums für 10 min mit 5 
ml kalzium- und magnesiumfreiem PBS bei 37°C und 5 % CO2 inkubiert. Das PBS wurde abgesaugt 
und durch 2 ml Trypsin/EDTA (0,25 % und 0,02 % (w/v) in PBS) ersetzt. Über die Hälfte der in 
Tabelle 5 angegebenen Trypsin-Inkubationszeit, wurden die Zellen nochmals in den Inkubator gestellt. 
Während der zweiten Hälfte der Trypsin-Inkubationszeit wurden die bereits abgelösten Zellen in eine 
sterile 35 mm Zellkulturschale überführt und sorgfältig vereinzelt. Hierzu wurde die Zellkulturschale 
um 45° gekippt, die Trypsin-Zell-Suspension vorsichtig in eine sterile 1000 µl Filtertip-Pipettenspitze 
aspiriert und sanft auf den Boden der Schale ausgestoßen. Dies erfolgte 20-40 x bis makroskopisch 
keine größeren Zellaggregate mehr zu erkennen waren. Um die Zellen neben der mechanischen 
Belastung keinem zusätzlichen Stress auszusetzen, durften die in Tabelle 5 angegebenen Trypsin-
Inkubationszeiten nicht überschritten werden. Zum Abstoppen der Trypsinaktivität wurden die Zellen 
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in serumhaltigem Vollmedium aufgenommen. Nach dem Zentrifugationsschritt (Tabelle 5) wurden die 
Zellen mit 1 ml serumfreiem Medium überschichtet und das Pellet 10 x vorsichtig resuspendiert. Die 
Zellzählung erfolgte wie in 2.3.7 beschrieben. Nach Abschluss der Etablierung der Matrigelkulturen 
wurde eine Zelldichte von 500.000 Zellen pro ml Matrigel-Medium-Mix angestrebt. Durch 
nachträgliches Zugeben der Einzelzellsuspension wurde der vorbereitete Matrigel-Medium-Mix 
zusätzlich verdünnt. Um diesen Effekt gering zu halten, wurde die Einzelzellsuspension nach dem 
Zählen nur soweit verdünnt bzw. weiter eingeengt, dass das Volumen der zugegebenen Zellsuspension 
nicht mehr als ein Fünftel des vorgelegten Matrigel-Medium-Mix betrug. Zellsuspension und 
Matrigel-Medium-Mix wurden wiederum mindestens zwanzigmal, durch Aspirieren in eine 
vorgekühlte Pipettenspitze, vorsichtig vermischt. Wie in 2.3.8 beschrieben, wurden die Gele dann 
ausplattiert und es wurden alle zwei Tage Mediumwechsel durchgeführt. 
Zellen auf und in Matrigel 
Im Fall der flachen Gelkissen auf den Glasoberflächen in der Mitte der LabTek™-Kammern, wurden 
die erste und die dritte der zuvor beschriebenen Methoden kombiniert. Die Zellen wurden in oben 
angegebener Zahl sowohl auf der Geloberfläche als auch darunter im Gel kultiviert. Ziel dieses 
Ansatzes war nicht nur, das unterschiedliche Verhalten der Epithelzellen in und auf den Gelen - sowie 
neben den Gelen als Monolayer - zu untersuchen. Zusätzlich bot dies die Möglichkeit einer 
Konfrontation der so kultivierten Zellen, also Monolayer- und 3D-Kultur, durch eine zweite Zelllinie 
im selben Zellkultursystem (siehe 2.3.12).  
 
2.3.10 Fixierung von Zellen  
 
Methanol-Aceton-Fixierung von Monolayern 
Zum Waschen von Monolayer-Kulturen auf Deckgläschen wurden Teflon-Gestelle in warmem PBS 
vorgelegt und die Deckgläschen senkrecht in die Gestelle platziert. Fixiert wurde zuerst in Methanol 
(p.a.) für 5 min bei -20°C, dann in Aceton (p.a.) für 20 sec bei -20°C. Nach Abdampfen des Acetons 
wurden die Deckgläschen entweder bei 4°C bis zu sieben Tagen gelagert, oder direkt zur 
Weiterbehandlung in PBS rehydriert (>10 min).  
Formalin-Methanol-Aceton-Fixierung von Monolayern 
Zum Nachweis von Hormonrezeptoren (siehe 2.3.14) wurden die Monolayer-Kulturen zunächst in der 
Kulturschale für 10 min mit 3,7%-igem (v/v) phosphatgepuffertem Formalin fixiert. Die Deckgläschen 
wurden in Teflon-Gestelle überführt und 4 min bei - 20°C in Methanol, sowie 2 min bei -20°C in 
Aceton fixiert. Nach dreimaligem Waschen in PBS erfolgte die Immunfluoreszenzreaktion direkt im 
Anschluss. 
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PFA-Fixierung von Matrigel 
Die Fixierung der 3D-Kulturen wurde über die Dauer der Etablierung angepasst. Erste 3D-Kulturen, 
mit MCF-7 und MDc-2 Zellen auf permeablen Zellkultureinsätzen, wurden zweimal kurz mit 37°C 
warmem PBS gewaschen. Im Anschluss wurde mit PFA (Paraformaldehyd, 4% (w/v) in PBS) für 30 
min bei RT fixiert. Nach zweimaligem Waschen mit PBS über 30 min bei RT, wurde mit Triton-X 
(0,25 % (v/v) in PBS) für 30 min bei RT permeabilisiert und wieder zweimal über 30 min mit PBS bei 
RT gewaschen. 
Methanol-Fixierung von Matrigel 
Nach dem Wechsel auf LabTek™ Kammerobjektträger wurde die Fixierung der Matrigel-Kulturen den 
Erfordernissen der Immunfluoreszenzfärbungen (Dauer der Antikörperinkubation, Diffusionszeiten 
durch das flachere Gel) angepasst und vereinfacht. Als Standardfixierung wurden die Gele schließlich, 
nach einmaligem Waschen mit 37°C warmem PBS, mit -20°C kaltem Methanol für 5 min fixiert. Das 
Methanol wurde abgesaugt und die Kammerobjektträger für 15 min bei RT getrocknet. An eine kurze 
Rehydrierung mit PBS schloss sich direkt die Immunfluoreszenzfärbung an.  
 
 
2.3.11 Kokulturen 
Um den Einfluss endometrialer Stromazellen auf Wachstum, Differenzierung und 
Hormonresponsivität der eingesetzten Epithelzellen zu überprüfen, wurden erste Kokulturansätze mit 
Transwell Clear Filter Einsätzen durchgeführt. Hierzu wurden HESCs in 12-Well Zellkulturplatten bis 
zu etwa 30 % Konfluenz vorkultiviert. Im Anschluss wurden Einsätze mit in Matrigel befindlichen 
MCF-7 Zellen (an Tag 1 im Gel) über die Stromazellen positioniert und beide Zelltypen in MCF-7 
Zellkulturmedium kokultiviert.  
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2.3.12 Konfrontationsmodelle 
Die 3D-Gelkulturen mit endometrialen Epithelzellen in und auf Matrigel wurden zusätzlich mit der 
Trophoblastzelllinie AC-1M88 konfrontiert. An Tag 4 der Matrigel-Kultur wurde im Zuge eines 
Mediumwechsels das alte Medium entfernt und pro LabTek®-Kammer bzw. pro Gel 1.000 AC-1M88 
Zellen in 500 µl des jeweiligen Mediums mit zugegeben. Nach 5 weiteren Tagen wurden die Kulturen 
wie oben beschrieben fixiert und eine Immunfluoreszenzfärbung durchgeführt. Abbildung 4 zeigt 
zusammenfassend den Ablauf einer 3D-Konfrontationskultur in LabTek®-Kammern. 
 
 
Abbildung 4  Prozedere der 3D-Konfrontation mit Trophoblastzellen. 
a) Epithelzellen der unterschiedlichen endometrialen Adenokarzinomzelllinien wurden als Einzelzellsuspension mit 
Matrigel (gelb) gemischt und in flachen Tropfen ausplattiert. b) Nach dem Aushärten der Gele wurden nochmals 
vereinzelte Zellen der gleichen Linie mit dem Medium (rot) hinzugegeben. c) Die Zellen in und auf dem Gel 
entwickelten sich zu mehrzelligen Sphäroiden, während sich neben dem Gel auf dem Glas ein konfluenter Monolayer 
bildete. d) Am vierten Tag wurden die 3D-Kulturen mit Trophoblastzellen der Linie AC-1M88 konfrontiert (in grün 
dargestellt) und für weitere 5 Tage kokultiviert. Nach der anschließenden Fixierung wurden die 
immunhistochemischen Nachweisreaktionen in den Kammern der LabTek®-Objektträger durchgeführt. 
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2.3.13 Hormonsubstitution 
Zur Untersuchung der Hormonresponsivität der endometrialen Epithelzelllinien wurden Monolayer-
und 3D-Zellkulturen nach folgendem Regime mit Steroidhormonen substituiert. Einer Vorbehandlung 
über vier Tage, mit 17β-Estradiol (E2 / 10
-8 M) in Zellkulturflaschen, folgte die Kultivierung auf 
Glas bzw. im Gel nach dem unter „Tag 4“ (Abbildung 5) dargestellten Schema über weitere 9 
Tage (MPA = Medroxyprogesteronacetat / 10-6 M). Nicht stimulierte Zellen (Ø) wurden als 
Leerkontrolle in einem parallelen Ansatz kultiviert und erhielten nur das Solvent der Hormonlösungen 
(EtOH) in gleicher Verdünnung. 
 
Abbildung 5  Hormonsubstitutionsschema endometrialer Zelllinien. 
 
 
2.3.14 Nachweis von Progesteron- und Östrogenrezeptoren 
Die Untersuchung der Hormonresponsivität der endometrialen Epithelzelllinien wurde durch den 
immunhistochemischen Nachweis der Rezeptoren für Progesteron und Östrogen an Monolayern 
durchgeführt. Hierzu wurden die Zellen speziell fixiert (siehe 2.3.10). Als Positivkontrolle für den 
Hormonrezeptornachweis wurde die Färbung parallel an endometrialen Kryostatschnitten aus der 
proliferativen Phase (10. Zyklustag) durchgeführt. Hierzu wurden, abweichend zu 2.4.2, die Schnitte 
nach dem Aufnehmen nicht angetrocknet, sondern direkt in Formalin überführt und wie oben 
beschrieben fixiert und reagiert. Nach Lagerung von fixierten Zellen oder Gewebeschnitten fielen die 
Immunfluoreszenzen negativ aus. Die Immunfluoreszenzreaktion musste daher direkt erfolgen. 
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2.4 Histologische Techniken 
 
2.4.1 Paraffinpräparate zur morphologischen Beurteilung der Proben 
Neben der Kryokonservierung von humanen und murinen Geweben zur immunhistochemischen 
Untersuchung, wurden, insbesondere zur histologischen Datierung nach zyklisch veränderlichen 
Merkmalen, auch Paraffinpräparate hergestellt. Hierzu wurden Gewebestücke über Nacht in 
3,7%-igem (v/v) phosphatgepufferten Formalin fixiert. Nach zweimaligem Waschen in PBS und 
Entwässerung in einer aufsteigenden Alkoholreihe, wurden die Gewebestücke in 60°C heißem 
Paraffin eingebettet. Die bei 4°C ausgehärteten Gewebeblöcke wurden anschließend bei 20°C 
gelagert. Paraffinpräparate, mit einer Schnittdicke von 5 µm, wurden an einem Rotationsmikrotom 
(Microm HM 355 S, Thermo Scientific, Deutschland) angefertigt. Nach Deparaffinieren der Schnitte 
bei 60°C für 1-2 h, 2x 10 min in Xylol bei Raumtemperatur (RT) und Rehydrierung in aufsteigender 
Alkoholreihe, erfolgte eine Hämatoxylin-Eosin-Färbung (HE). Eingedeckt wurden die Präparate mit 
Kaisers Glyceringelatine. 
 
2.4.2 Herstellen von Kryostatschnitten  
Zum Anfertigen von Kryostatschnitten wurden die kryokonservierten Gewebestücke in einem Tropfen 
Tissue-Tek® (Sakura, Japan) aufgeblockt. An einem Gefriermikrotom (Microm HM 500 OM, Thermo 
Scientific, Deutschland) wurden bei -20°C Kryostatschnitte von 10 µm Schnittdicke angefertigt und 
auf Superfrost®Plus Objektträger (Thermo Fisher Scientific, Deutschland) aufgezogen. Nach kurzer 
Antrocknungszeit (< 30 min) wurde 10 min in 4°C kaltem Aceton fixiert. Die Kryostatschnitte wurden 
anschließend entweder bis zu einer Woche bei -20°C gelagert, oder direkt in PBS mindestens 10 min 
rehydriert.  
 
2.4.3 Indirekter Immunfluoreszenznachweis an Gewebeschnitten und an Zellkulturmaterial 
An Kryostatschnitten folgte nach der Rehydrierung ein Blockierungsschritt mit 5 %-igem (v/v) Serum 
der Spezies, aus der der Sekundärantikörper stammte. Der Primärantikörper wurde entweder 1h 
Stunde bei RT oder über Nacht bei 4°C inkubiert. Nach drei Waschschritten mit PBS über 30 min 
wurde der fluoreszenzgekoppelte Zweitantikörper für 1 h aufgetragen. Zur Kernfärbung wurde DAPI 
(4′,6-Diamidin-2-phenylindol, Endkonzentration: 1 µl/ml) für 20 min hinzu pipettiert. Nach drei 
Waschschritten mit PBS über 30 min und kurzem Auswaschen von Salzen in vollentsalztem Wasser 
(VE-H2O), wurden die Präparate mit Kaisers Glyceringelatine eingedeckt. 
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Für alle beschriebenen Zellkultursysteme folgte auf die Fixierung eine Rehydrierung in PBS für 
mindestens 15 min bei RT. Vor Auftragen des Primärantikörpers wurden die Zellen nicht mit 
zusätzlichen Seren blockiert. Die Inkubations- und Waschzeiten unterschieden sich abhängig vom 
Zellkultursystem (siehe Tabelle 6). Die DAPI-Inkubation zur Kernfärbung wurde, wie auch bei der 
Immunfluoreszenz an Gewebeschnitten, mit der Sekundärantikörper-Inkubation verbunden. Zum 
Eindecken wurden Deckgläschen mit Monolayer-Kulturen kopfüber auf einen Tropfen Elvanol® 
platziert. Die permeablen Membranen der Zellkultureinsätze wurden mit einem Skalpell 
ausgeschnitten und in gleicher Weise auf Glasobjektträgern eingedeckt. Das Eindecken der 
Kammerobjektträger erfolgte nach Entfernen der Kammeraufsätze mit Kaisers Glyceringelatine. Da 
sich die Gele über die langen Inkubationszeiten bei 4°C abflachten, konnte ohne Abstandshalter 
zwischen Deckglas und Objektträger eingedeckt werden. Aufgrund der Lücken zwischen den 
einzelnen Kammerfeldern müssen bis zu 150 µl Glyceringelatine eingesetzt werden, um Luftblasen in 
den Präparaten zu vermeiden. 
 
Tabelle 6  Inkubationszeiten bei Immunfluoreszenzfärbungen an Zellen 
Reaktionsschritt Inkubationszeit 
Monolayer-Kultur 
Inkubationszeit 
PFA-fixierte Gele im 
Zellkultureinsatz 
Inkubationszeit 
Methanol-fixierte Gele in 
Kammerobjektträgern 
Primärantikörper über Nacht  / 4°C für 72 h / 4°C für 48 h / 4°C 
3x Waschen mit PBS in 30 min / RT in 2 h / RT in 2 h / RT 
Sekundärantikörper 1 h / RT für 48 h / 4°C für 24 h / 4°C 
DAPI-Zugabe für 20 min / RT für 1 h / RT für 1 h / RT 
3x Waschen mit PBS in 30 min / RT in 2 h / RT in 2 h / RT 
1x Waschen mit VE-H2O kurz / RT kurz / RT kurz / RT 
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2.5 Mikroskopie 
2.5.1 Konfokalmikroskopie 
Konfokale Aufnahmen wurden mit einem Zeiss LSM 710 Duo, unter Verwendung des Programms 
ZEN (Version 2009), durchgeführt. Außer bei Vergleichen der Fluoreszenzintensität (siehe 2.2.5), 
wurden Laserintensität und Gain dem jeweiligen Präparat angepasst. Der Durchmesser des Pinholes 
lag jeweils bei  1 AU (Airy unit). Bei schwacher Kernfärbung wurde das Pinhole für den DAPI-Kanal 
auf 2.0 AU erweitert. Zur dreidimensionalen Darstellung gescannter Strukturen wurden 
Stapelaufnahmen mit Schichtdicken zwischen  0,3 und  0.8 µm angefertigt. Zur Rekonstruktion 
wurden entweder ganze Bildstapel verwendet oder Teile eines Stapels, wobei stets 
aufeinanderfolgende konfokale Ebenen dargestellt wurden (durch Projektion in Z-Richtung). Für 
Lebendaufnahmen an nicht-fixierten Zellen wurde die Inkubationskammer des Mikroskops auf 37°C 
vorgeheizt. Nach einer Lebendzellaufnahme wurden die Kulturen abgebrochen und die Zellen 
verworfen.  
2.5.2 Durchlichtmikroskopie, Epifluoreszenz- und Apotomaufnahmen 
Durchlichtaufnahmen der Präparate wurden an einem Axio Imager M.2 Mikroskop (Zeiss, Jena, 
Deutschland) unter Verwendung einer AxioCam ICc 1 Farbkamera (Zeiss) und des Programms 
AxioVision (Zeiss) angefertigt. DIC- (Differenz Interferenz Kontrast) und Epifluoreszenzbilder 
wurden mit einer Axiocam MRm Kamera (Zeiss) am selben Mikroskop aufgenommen. Zusätzlich 
konnten, unter Verwendung einer ApoTome.2-Einheit zur strukturierten Beleuchtung, optische 
Schnitte von Präparaten (Apotomaufnahmen) angefertigt werden.  
Für Phasenkontrastaufnahmen (Ph-Aufnahmen) von lebenden Zellen in vitro, wurde ein inverses 
Kameramikroskop ICM 405 (Zeiss) mit einer Analogkamera M 35 mot (Zeiss) und ISO 100 
Farbfilmen (Ektar 100 Farbnegativfilm, Kodak, Deutschland) verwendet. Die Filme wurden in einem 
Fachgeschäft entwickelt und digitalisiert (JPEG-Format). 
2.5.3 Bildbearbeitung 
Rohdatenformate mikroskopischer Aufnahmen wurden unverändert in das Bildbearbeitungsprogramm 
FiJi geladen, welches auf dem Programm ImageJ basiert. Zur Darstellung mikroskopischer Bilder und 
Videos wurden die Aufnahmen nur in Helligkeit und Kontrast verändert und einander angepasst. Z-
Stapelprojektionen wurden im Modus: „maximum intensity projection“ durchgeführt. Bei Vergleichen 
der Fluoreszenzintensität von Präparaten (siehe 2.2.5) wurden diese Parameter für alle Aufnahmen 
gleich behandelt. Nach der Bearbeitung wurden die Bildrohdaten im TIFF-Formate exportiert. 
Bildtafeln wurden mit dem Programm Photoshop® CS3 (Adobe Systems) angefertigt. Beschriftungen 
und Skalierungsbalken wurden dabei anhand der Rohdateninformationen hinzugefügt.  
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2.6 Verwendete Materialien 
2.6.1 Antikörper und Seren 
 
Tabelle 7  Verwendete Antikörper und Seren  
 Protein Spezies Klon  / 
(Katalog #) 
Bezugsquelle % (v/v) 
Primär- 
antikörper 
Desmoplakin 1/2 Maus (IgG) 2.15/2.17/2.20 
Progen Biotechnik, 
Heidelberg, D 
1:10 
 
Desmoplakin 1/2 
Meerschwein-
chen 
polyklonal 
DP 495 
Progen Biotechnik, 
Heidelberg, D 
1:500 
 
Desmoglein 2 
Kaninchen 
polyklonal 
- 
Dr. Bastian Holthöfer, 
Mainz  (Schlegel et al. 
2010) 
1:1.000 
 
Plakoglobin (γ-
catenin)  
Ziege 
polyklonal 
(# sc-30997) 
Santa Cruz Bio-
technology, Santa Cruz, 
CA, USA 
1:100 
 
β-catenin 
Kaninchen 
polyklonal 
(# C 2206) 
Sigma-Aldrich, 
Saint Louis, Missouri, 
USA 
1:2.000 
 
E-cadherin Maus (IgG 1) 5H9 
Progen Biotechnik, 
Heidelberg, D 
1:10 
 
ZO-1 
Kaninchen 
polyklonal 
(# 40-2200) 
Invitrogen, 
Carmarilla, CA, USA 
1:100 
 
Claudin 4 
Kaninchen 
polyklonal 
(# RB-9266-
P0) 
Thermo Fisher Scientific, 
Fremont, CA, USA 
1:50 
 
HLA-G human Maus (IgG1) 4H84 antibodies-online 1:5.000 
 Progesteron-
rezeptor (PR-A + B) 
Maus (IgG) PgR 636 
Dako, 
Glostrup, Dk 
1:50 
 Östrogenrezeptor 
(ER α) 
Kaninchen 
(IgG) 
Sp1 
Spring Bioscience, 
Pleasanton, CA, USA 
1:200 
Sekundär-
antikörper 
Alexa Fluor 488  
Ziege-anti-Maus 
Ziege (IgG 
H+L) 
(# A11017 ) 
Invitrogen, 
Eugene, USA 
1:500 
 
Cy 2 Ziege- 
anti-Maus 
Ziege (IgG 
H+L) 
F(ab´)2 
(# 610-111-
121) 
Rockland, 
Gilbertsville, PA, USA 
1:100 
 
Cy 3 Esel-anti- 
Kaninchen 
Esel (IgG 
H+L)  
F(ab´)2 
(# 711-166-
152) 
Jackson, 
West Grove, USA 
1:1.000 
Seren 
Maus 
Negativkontrolle 
Maus (IgG 1) (# X 0931) 
Dako, 
Glostrup, Dk 
3µg/ml 
 Kaninchen 
Negativkontrolle 
Kaninchen 
(IgG Fraktion) 
(# X 0936) 
Dako, 
Glostrup, Dk 
3µg/ml 
 
Ziegenserum / 
Blockierungsreagenz 
Ziege (# sc-2043) 
Santa Cruz Bio-
technology, Santa Cruz, 
CA, USA 
1:20 
 
Eselserum / 
Blockierungsreagenz 
Esel (# sc-2044 ) 
Santa Cruz Bio-
technology, Santa Cruz, 
CA, USA 
1:20 
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2.6.2 Oligonukleotide 
 
Tabelle 8  Verwendete Primer und UPL Sonden zur real time RT-PCR 
Primer Sequenz (5‘–3‘) Roche UPL Sonde 
ALAS-1 f ACGCAGTGGGGCTTTATG 58 
ALAS-1 r ACCCTCCAACACAACCAAAG  58 
DSP f GAAATATCTGGCAAACGAGACA  6  
DSP r GCCAGCTGGAGCTCATAATC  6  
ECAD f CAGGCTCAAGCTATCCTTGC  75 
ECAD r AGTCATGCGTAGTGGTGCAT  75 
ZO-1 f AGGTGAAACACTGCTGAGTCC  9  
ZO-1 r TTTGCCAGGTTTTAGGATCAC  9  
KRT 18 f TGATGACACCAATATCACACGA  63 
KRT 18 r CTGGGCTTGTAGGCCTTTTA  63 
VIM f AGGTGGACCAGCTAACCAAC  63 
VIM r TTCGGCTTCCTCTCTCTGAA  63 
 
 
2.6.3 Zelllinien 
 
Tabelle 9  Übersicht über die verwendeten Zelllinien 
Bezeichnung  Herkunft 
verwendete 
Passagenzahl 
Referenz 
RL95-2 
H. sapiens, Endometrium Epithel, 
adenosquamöses Karzinom 
P8 - P23 (Way et al., 1983) 
ECC-1 *  
H. sapiens, Endometrium Epithel, 
Adenokarzinom 
P85 - P110 
(Satyaswaroop und 
Tabibzadeh, 1991) 
Ishikawa 
H. sapiens, Endometrium Epithel, 
Adenokarzinom 
P4 - P22 (Nishida et al., 1985) 
HEC-1-A 
H. sapiens, Endometrium Epithel, 
Adenokarzinom 
P125 - P146 (Kuramoto et al., 1972) 
MCF-7 H. sapiens, Mamma, 
Adenokarzinom 
P 35 - P 67 (Soule et al., 1973) 
MDc-2 C. familiaris, Niere P10 - P15 (Windoffer et al., 2002) 
HESC H. sapiens, Endometrium Stroma P18 - P40 (Krikun et al., 2004) 
AC-1M88 
H. sapiens, primärer extravillöser 
Trophoblast und Chorionkarzinom 
P22 - P80 (Frank et al., 2000) 
*  Nach aktuellen Erkenntnissen entsprechen alle noch vorhandenen Passagen der ECC-1 Zelllinie tatsächlich der Ishikawa 
Zelllinie (Korch et al., 2012).  
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2.6.4 Medien 
 
Tabelle 10  Zellkulturmedien der verwendeten endometrialen Epithelzelllinien 
Zelllinie RL 95-2 ECC-1 Ishikawa HEC-1-A 
Grundmedium DMEM/F12 
1) RPMI-1640 1) MEM 1) McCoy's 5A 1) 
Zusätze, ad 100 ml:     
FCS /  
(Fötales Kälberserum) 
10 ml 2)   5 ml 2)   5 ml 2)   10 ml 2)   
Glucose  45% (w/v) - 555 µl - - 
HEPES  1M - 1 ml - - 
Insulin  4 mg/ml 
(human recombinant) 
125 µl - - - 
L-Glutamin  100x 1,25 ml - 1 ml - 
Natriumpyruvat  100x - 1 ml - - 
NEAA  100x  
(nicht-essentielle Aminosäuren)  
- - 1 ml - 
PS  100x 
(Penizillin + Streptomyzin) 
- - - - 
PSF  100x 
(PS + Fungizone)  
1 ml 1 ml 1 ml 1 ml 
1)  phenolrotfrei 
2)  steroidhormonfrei 
 
Tabelle 11  Zellkulturmedien der übrigen verwendeten Zelllinien 
Zelllinie MCF-7 MDCK HESC AC-1M88 
Grundmedium DMEM/F12 
1) DMEM DMEM/F12 1) DMEM/F12 1) 
Zusätze, ad 100 ml:     
FCS /  
(Fötales Kälberserum) 
10 ml 2)   10 ml 10 ml 2)   10 ml 2)   
Glucose  45% (w/v) - - - - 
HEPES  1M - - - - 
Insulin  4 mg/ml 
(human recombinant) 
20 µl - - - 
L-Glutamin  100x 1,25 ml - 1 ml 1,25 ml 
Natriumpyruvat  100x - - - - 
NEAA  100x  
(nicht-essentielle Aminosäuren)  
- - - - 
PS  100x 
(Penizillin + Streptomyzin) 
- - - 1 ml  
PSF  100x 
(PS + Fungizone)  
1 ml - 1 ml - 
1)  phenolrotfrei 
2)  steroidhormonfrei 
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2.6.5 Chemikalien 
Tabelle 12  Liste der verwendeten Chemikalien 
Substanz Hersteller 
17β-Estradiol, cell culture tested Sigma-Aldrich, Steinheim, D 
Aceton (p.a.) VWR, Prolabo, Fontenay-sous-bois, F 
BSA Serva, Heidelberg, D 
DAPI  Sigma, Hamburg, D 
DePeX Eindeckmedium Serva, Heidelberg, D 
DMEM  4,5 g/l Glucose PAA, Pasching, A 
DMEM/F12 (phenolrotfrei) CCPro, Oberdorla, D 
EDTA Sigma-Aldrich, Steinheim, D 
Eosin G-Lösung 0,5 % (v/v in H2O) Carl Roth, Karlsruhe, D 
FCS (steroidhormonfrei) CCPro, Oberdorla, D 
Formalin 37 % Merck, Darmstadt, D 
Giemsa-Lösung Merck, Darmstadt, D 
Glucose  45% (w/v) Sigma-Aldrich, Steinheim, D 
H2O bidest. Braun, Melsungen, D 
Hämatoxylin (Mayers Hämalaunlösung) Merck, Darmstadt, D 
HEPES,  1 M Gibco, Life technology, Paisley, UK 
Insulin, Human Recombinant, 4 mg/ml Gibco, Life technology, Paisley, UK 
Kaisers Glyceringelatine Merck, Darmstadt, D 
L-Glutamin  100x (GlutaMax-1™) Gibco, Life technology, Paisley, UK 
Matrigel™ Matrix (356237 / phenolrotfrei) BD Biosciences, Bedford, MA, USA 
McCoys 5a (phenolrotfrei) Hyclone, South Logan, Utah, USA 
Medroxyprogesteronacetat Sigma-Aldrich, Seelze, D 
MEM (phenolrotfrei) Gibco, Life technology, Paisley, UK 
Methanol (p.a.) VWR, Prolabo, Fontenay-sous-bois, F 
Natriumchlorid-Lösung 0,9 %, steril Diaco, Triest, I 
Natriumpyruvat  100x PAA, Pasching, A 
NEAA  PAA, Pasching, A 
Paraformaldehyd Merck, Darmstadt, D 
PBS (w/o Ca2+, w/o Mg2+) PAA, Pasching, A 
Penizillin-Streptomyzin 100x PAA, Pasching, A 
Penizillin-Streptomyzin-Fungizone 100x PAA, Pasching, A 
RNAlater® Ambion, Huntingdon, UK 
RPMI 1640 (phenolrotfrei) PAA, Pasching, A 
Tissue-Tek® O.C.T.™ Compound, Sakura Finetek, Alphen aan de Rijn, NL 
Toluidinblau Merck, Darmstadt, D 
Trypsin 250, Difco™ BD, Sparks, MD, USA 
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2.6.6 Labormaterialien 
 
Tabelle 13  Liste der verwendeten Labormaterialien 
Artikel Hersteller 
12 mm Transwell Clear Filter Inserts, 3460 Costar®/Corning®,  NY, USA 
12-Well Mikrotiterplatten, Cellstar Greiner bio-one, Solingenwald, D 
6-Well Mikrotiterplatten SPL, Life sciences, D 
Deckgläser 24x50 mm VWR, D 
Deckgläser rund, Ø 12 mm Langenbrink, Emmendingen, D 
Einfrierröhrchen Cryo.s™ Greiner bio-one, Solingenwald, D 
Ektar 100 Farbnegativfilm Kodak, Stuttgart, Deutschland 
Kryo-Einfrierbehälter „Mr. Frosty“ Nalgene® Nalge Nunc, Rochester, NY, USA 
Kryoröhrchen Nalgene® Nalge Nunc, Rochester, NY, USA 
LabTek™ glas chamber slides, 177402 Nalge Nunc, Rochester, NY, USA 
Neubauer Zählkammer 0,1 mm Karl Hecht KG, Sondheim, D 
Objektträger Langenbrink, Emmendingen, D 
Pipettenspitzen (Filtertip) 10µl / 200µl / 1000 µl Starlab, Ahrensburg, D 
serologischen Pipetten, 10 ml Costar®/Corning®, NY, USA 
serologischen Pipetten, Cellstar 2 / 5 / 25 ml Greiner bio-one, Solingenwald, D 
Superfrost®Plus Objekträger Thermo / Menzel , Braunschweig, D 
Zellkulturflaschen T-25, Cellstar Greiner bio-one, Solingenwald, D 
Zellkulturschalen 100 mm SPL, Life sciences, D 
Zellkulturschalen 35 mm BD, Franklin Lakes, NJ, USA 
Zellkulturschalen 60 mm Greiner bio-one, Solingenwald, D 
Zellkulturschalen mit Glasboden,  35 mm MatTek, Ashland, MA, USA 
Zentrifugenröhrchen Falcon, 15 ml, steril Sarstedt, Nürnberg, D 
Zentrifugenröhrchen Falcon, 50 ml, steril Sarstedt, Nürnberg, D 
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2.6.7 Geräte 
Tabelle 14  Liste der verwendeten Geräte 
Gerät Hersteller 
Rotationsmikrotom Microm HM 355 S Thermo Scientific, Langenselbold, D 
Gefriermikrotom Microm HM 500 OM Thermo Scientific, Langenselbold, D 
LSM 710 Duo (inverses Konfokalmikroskop) Carl Zeiss MicroImaging, Jena, D 
Axio Imager M.2 (Mikroskop mit ApoTome.2-Einheit) Carl Zeiss MicroImaging, Jena, D 
Axiocam MRm (Fluoreszenzkamera an Axio Imager) Carl Zeiss MicroImaging, Jena, D 
Axiocam ICC_1 (Farbaufnahmen an Axio Imager) Carl Zeiss MicroImaging, Jena, D 
Sicherheitswerkbank MSC 1.8 Thermo Scientific, Langenselbold, D 
Heraeus® Megafuge® 3.0 R (in vitro Labor) Thermo Scientific, Langenselbold, D 
Inversmikroskop M35 mot (in vitro Labor) Carl Zeiss MicroImaging, Jena, D 
ICM 405 Analogkamera (in vitro Labor) Carl Zeiss MicroImaging, Jena, D 
Light Cycler® Roche, Mannheim, D 
Agilent 2100 Bioanalyzer  Agilent Technologies, Santa Clara, CA/USA 
 
2.6.8 Software 
Tabelle 15  Liste der verwendeten Software 
Programm Version Hersteller / Entwickler 
ZEN ZEN 2009  Carl Zeiss MicroImaging, Jena, D 
Axiovision AxioiVs40 V 4.8.2.0 Carl Zeiss MicroImaging, Jena, D 
FiJi (ImageJ) 1.47f http://imagej.nih.gov/ij 
Adobe® Photoshop® CS3 
extended 
10.0 Adobe Systems, USA 
GraphPad Prism® 5.0.1 GraphPad Software, La Jolla, CA/USA 
Universal ProbeLibrary 
(UPL) Assay Design Center 
https://www.roche-applied-
science.com/sis/rtpcr/upl/index.
jsp?id=uplct_030000 
Roche, Mannheim, D 
Light Cycler Software  3.5 Roche, Mannheim, D 
RelQuant Software 1.01 Roche, Mannheim, D 
IHMC CmapTools http://cmap.ihmc.us/ IHMC, Florida, USA 
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3 Ergebnisse:  Humanes Endometrium 
 
Zyklusabhängige Umverteilung lateraler epithelialer Zell-Zell-
Adhäsionskomplexe im humanen Endometriumepithel 
3.1 Umverteilung desmosomaler Proteine entlang der lateralen Membran von 
Drüsenepithelzellen 
Zur Lokalisierung von Desmosomen wurde ein monoklonaler Antikörper gegen das desmosomale 
Plaque-Protein Desmoplakin (Dsp), sowie ein polyklonaler Antikörper gegen das desmosomale 
Cadherin Desmoglein 2 (Dsg2) eingesetzt. Beide zeigten ein charakteristisches, punktiertes 
Markierungsmuster entlang der lateralen Membranen der endometrialen Epithelzellen, wobei einzelne 
Punkte jeweils einzelnen Desmosomen entsprachen (Abbildungen 6; 7; 8; 9). Während der 
proliferativen Phase des Zyklus (Tag 6 - 14) konzentrierte sich die desmosomale Markierung stark auf 
den subapikalen Bereich der lateralen Plasmamembranen. Lediglich einzelne Desmosomen waren in 
weiter basal liegenden Abschnitten der lateralen Membranen zu finden. In der zweiten Zyklushälfte, in 
der frühen bis mittleren Lutealphase bis etwa Tag 20, war die Konzentrierung im subapikalen Bereich 
sogar noch ausgeprägter (Abbildung 6 c; 9 c). Diese subapikale Konzentrierung blieb im Stratum 
basale des Endometriums über den gesamten Zyklus hinweg unverändert bestehen, jedoch nicht bei 
Drüsen des darüber liegenden Stratum functionale. Deren Epithelzellen erfuhren eine charakteristische 
Umverteilung der Zell-Zell-Adhäsionsmarker (Abbildung 7). Mit Beginn der mittleren bis späten 
Lutealphase (ab etwa Tag 20) ging die subapikale Konzentrierung verloren; die Desmosomen der 
glandulären Epithelzellen zeigten sich nun gleich verteilt vom apikalen Ende der lateralen 
Plasmamembran bis hinunter zu ihrem basalen Ende (Abbildungen 6 e, g; 7 b; 8; 9 e, g). Bei einigen 
Zellen erschienen die desmosomalen Marker nicht nur lateral, sondern auch an der basalen 
Plasmamembran lokaliert zu sein (Abbildung 6 e, g; 9  e, g). Die räumliche Animation von Z-
Stapelaufnahmen solcher Zellen ergab jedoch, dass es sich hierbei nur um ein Artefakt, im Sinne einer 
schräg angeschnittenen Plasmamembran von benachbarten Zellen, handelte (Supplement 1 in: Buck et 
al., 2012). Der Nachweis von α-6-Integrin als Marker für die basale Membrandomäne machte dies 
zusätzlich deutlich (Abbildung 8). Es konnte auch keine Markierung der untersuchten Marker im 
Bereich der apikalen Membrandomäne festgestellt werden. Die Umverteilung fand demnach nur 
entlang der lateralen Membranen statt.  
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Abbildung 6  Verteilungsmuster von Desmoplakin an endometrialen Drüsenepithelzellen. 
Immunfluoreszenzmarkierung gegen Desmoplakin (Dsp) in a, c, e, g an verschiedenen Zyklustagen (jeweils oben 
links angezeigt). mit entsprechenden Differenz-Interferenz-Kontrast Aufnahmen (DIC) in b, d, f, h. Die subapikale 
Konzentrierung von Desmoplakin blieb bei den untersuchten Proben bis etwa Tag 20 bestehen. Von da ab zeigte sich 
das desmosomale Plaque-Protein gleichmäßig entlang der gesamten lateralen Membranen verteilt. Die Pfeilspitze in 
e) deutet auf die apikale Membran einer Epithelzelle zum Lumen hin. In g) deutet die Pfeilspitze auf die basale 
Membran. Beide erscheinen stellenweise positiv markiert, allerdings nur aufgrund einer schräg zur Längsachse der 
Epithelzellen verlaufenden Schnittebene. Das Lumen (Lu) befindet sich stets in der Bildmitte. Die Drüsenanschnitte 
sind von Stroma (Str) umgeben. Apotomaufnahmen. Maßstabsbalken: 20 µm.   
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Abbildung 7  Umverteilung von Zell-Zell-Adhäsionsmarkern nur im Stratum functionale. 
Immunfluoreszenzmarkierung gegen Desmoplakin (Dsp) in a) an Tag 21-22 des Zyklus. Die diagonale Linie in a) 
markiert den Übergang vom Stratum basale zum darüber liegenden Stratum functionale, das zyklisch umgebaut und 
während der Mens abgestoßen wird. b) und c) zeigen jeweils Ausschnittsvergrößerungen (25-fach) des 
Drüsenepithels aus beiden Bereichen in Kombination mit dem Kernfarbstoff DAPI. Die Umverteilung der 
untersuchten Zell-Zell-Adhäsionsmarker wurde nur im Stratum functionale beobachtet. Im Stratum basale (c) blieb 
eine Konzentrierung der Marker im subapikalen Bereich der lateralen Membranen bestehen. Lu = Lumen, Str = 
Stroma. Apotomaufnahmen. Maßstabsbalken: 250 µm (a); 10 µm (b, c). 
 
 
Abbildung 8  Umverteilung von Zell-Zell-Adhäsionsmarkern bleibt auf laterale Membrandomäne beschränkt. 
Doppel-Immunfluoreszenzmarkierung gegen Desmoplakin (Dsp) und α-6-Integrin an Tag 24 des Zyklus. c) zeigt die 
Überlagerung der Kanäle aus a) und b). Die apikale Membrandomäne bleibt unmarkiert und wird von der subapikalen 
desmosomalen Markierung ringförmig umschlossen (Pfeil). α-6-Integrin markiert die basalen Zellpole. Diese zeigten 
keine Dsp-Markierung und sind demnach nicht von der desmosomalen Umverteilung betroffen. Lu = Lumen, Str = 
Stroma. Konfokale Stapelaufnahmen / LSM, Z-Projektion von 9 aufeinanderfolgenden Ebenen. Maßstabsbalken: 20 
µm.  
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Abbildung 9  Verteilungsmuster von Desmoglein 2 an endometrialen Drüsenepithelzellen. 
Immunfluoreszenzmarkierung gegen Desmoglein 2 (Dsg2) a, c, e, g an verschiedenen Zyklustagen 
(jeweils oben links angezeigt), kombiniert mit DAPI und DIC in b, d, f, h. Das desmosomale 
Cadherin Dsg2 wird in gleicher Weise über den Zyklus umverteilt wie Dsp. Pfeilspitzen in e) und g) 
zeigen wiederum scheinbar positive basale Markierungen an. Diese Markierungen entsprechen weit in 
Richtung basal lokalisierten Desmosomen aus ober- oder unterhalb der Schnittebene gelegenen 
benachbarten Epithelzellen. Lu = Lumen, Str = Stroma. Apotomaufnahmen. Maßstabsbalken: 20 µm. 
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3.2 Umverteilung von Adherens junctions-Proteinen erfolgt analog zu 
desmosomalen Proteinen  
Als Marker für Adherens junctions wurden das Transmembranprotein E-cadherin und das 
intrazelluläre Ankerprotein β-catenin nachgewiesen. Ähnlich den desmosomalen Markern wurde um 
Tag 20 des Zyklus eine Umverteilung der Adherens junctions-Marker festgestellt. Diese Umverteilung 
fand ebenfalls nur in Drüsenepithelzellen aus dem Bereich des Stratum functionale statt. Die laterale 
Markierung von E-cadherin stellte sich in weiter basal liegenden Abschnitten der Membran auch 
punktiert dar, allerdings weniger ausgeprägt als bei den desmosomalen Markern (Abbildung 10 a, g). 
Im Fall von β-catenin wurde stets eine durchgehende Membranmarkierung festgestellt. Die subapikale 
Konzentrierung beider Marker war ab dem Beginn der Lutealphase bis etwa Tag 20 noch ausgeprägter 
als in der proliferativen Phase, vor allem im Fall von β-catenin (Abbildung 10 c, e; 10 a, c).  
Als weiterer Marker für Adherens junctions, zeigte auch das intrazelluläre Linker-Protein Plakoglobin 
(γ-catenin) über den Zyklus hinweg die charakteristische Umverteilung entlang der lateralen 
Membranen endometrialer Drüsenepithelzellen (Abbildung 12). Plakoglobin ist auch Bestandteil von 
Desmosomen (Cowin et al., 1986; Holthofer et al., 2007; Garrod und Chidgey, 2008). Damit konnte 
nochmals gezeigt werden, dass sich eine Umverteilung von Zell-Zell-Adhäsionsproteinen sowohl auf 
der Ebene der Desmosomen als auch der Adherens junctions vollzieht. 
 
 
 
Abbildung 10  Verteilungsmuster von E-cadherin an endometrialen Drüsenepithelzellen. 
Immunfluoreszenzmarkierung gegen E-cadherin in a, c, e, g an verschiedenen Zyklustagen (jeweils oben links 
angezeigt), kombiniert mit DAPI in b, d, f, h. E-cadherin wird in gleicher Weise über den Zyklus umverteilt wie Dsp 
und Dsg2. Der Adherens junction-Marker ist in der frühen Lutealphase vor Tag 20 noch stärker auf den subapikalen 
Bereich der lateralen Plasmamembranen begrenzt. Lu = Lumen, Str = Stroma. Konfokale Aufnahmen / LSM.  
Maßstabsbalken: 20 µm. 
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Abbildung 11  Verteilungsmuster von β-catenin an endometrialen Drüsenepithelzellen. 
Immunfluoreszenzmarkierung gegen β-catenin in a, c, e, g an verschiedenen Zyklustagen (jeweils oben links 
angezeigt), kombiniert mit DAPI und DIC in b, d, f, h. Auch β-catenin wird in gleicher Weise über den Zyklus 
umverteilt wie Dsp und Dsg2.  Zu Beginn der zweiten Zyklushälfte (c und d) ist es noch stärker subapikal 
konzentriert als E-cadherin. Lu = Lumen, Str = Stroma. Apotomaufnahmen. Maßstabsbalken: 20 µm. 
 
 
 
Abbildung 12  Verteilungsmuster von Plakoglobin an endometrialen 
Drüsenepithelzellen. 
Immunfluoreszenzmarkierung gegen Plakoglobin in a) und c). b) und d) zeigen die 
entsprechende DIC-Aufnahme. Zum Ende der proliferativen Phase (Tag 14) zeigte sich auch 
hier eine starke subapikale Konzentrierung von Plakoglobin zum Lumen (Lu) hin. In der 
mittleren bis späten Lutealphase (Tag 24) ist die gesamte laterale Membran markiert. 
Abhängig vom Schnittwinkel erscheint die basale Plasmamembran markiert (Pfeilspitze). Str 
= Stroma. Apotomaufnahmen. Maßstabsbalken: 20 µm.  
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3.3 Die Lokalisation von tight junction-Markern bleibt über den Zyklus 
unverändert 
Um zu prüfen, ob die Lokalisation von tight junctions ebenfalls zyklischen Änderungen unterworfen 
ist, wurde die Immunfluoreszenzstudie auf das Zonula Occludens Protein 1 (ZO-1) ausgeweitet. 
Dieses zeigte eine für tight junctions typische Markierung der glandulären Epithelzellen und markierte 
außerdem die Endothelzellmembranen kleiner Gefäße (Abbildung 13). Es war hierbei stets oberhalb 
der am weitesten apikal gelegenen desmosomalen Markierungen angeordnet und zeigte keine 
Kolokalisierung mit diesen. An Z-Projektionen konfokaler Stapelaufnahmen konnte dies belegt 
werden (Abbildung 14). Mögliche Artefakte durch seitlichen Versatz beim Wechsel der 
Fluoreszenzfilter während des Scannens (Shifts) konnten anhand unterschiedlich orientierter Zellen 
eines Gewebeschnittes ausgeschlossen werden (Abbildung 14 c). Während Proteine der beiden 
anderen klassischen Zell-Zell-Adhäsionskomplexe, der Desmosomen und der Adherens junctions, 
über den Zyklus hinweg eine merkliche Umverteilung entlang der lateralen Membranen der 
endometrialen Drüsenepithelzellen durchliefen, konnte für den tight junction-Marker ZO-1 keine 
veränderte Lokalisation festgestellt werden. Vielmehr blieb dieser stets in den am weitesten apikal 
gelegenen lateralen Membranabschnitten lokalisiert (Abbildung 15).  
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Abbildung 13  ZO-1 Markierung an endometrialem Drüsenepithel. 
Immunfluoreszenzmarkierung gegen ZO-1 in a, c, e, kombiniert mit DAPI in b, d, f an verschiedenen 
Zyklustagen. Der tight junction-Marker zeigte sich stets ringförmig um den Zellapex der stark 
polarisierten Epithelzellen zum Lumen (Lu) hin lokalisiert. Im Bereich des Stromas (Str) waren 
vereinzelt Endothelzellen kleiner Gefäße markiert, die ebenfalls ZO-1 exprimieren (Pfeile). Entlang 
der lateralen Membranen wurde kein Signal detektiert. Konfokale Aufnahmen / LSM.  
Maßstabsbalken: 10 µm.   
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Abbildung 14  ZO-1 ist stets apikal der Desmosomen lokalisiert. 
Doppel-Immunfluoreszenzmarkierung gegen Desmoplakin (a) und ZO-1 (b) an Tag 24 des Zyklus c) zeigt die 
Überlagerung der Kanäle kombiniert mit DAPI. Die Marker zeigen keine Kolokalisierung. Die endometrialen 
Drüsenepithelzellen sind hier in unterschiedlicher Orientierung angeschnitten. Teils sind die apikalen Oberflächen der 
Zellen auszumachen (Stern), teils ist der apikale Ring der ZO-1 Markierung seitlich abgebildet (Pfeilspitze). ZO-1 ist 
hier nicht nur oberhalb, sondern auch rechts- und linksseitig der desmosomalen Markierung zu finden (Pfeile). Shift-
Artefakte sind daher auszuschließen. Lu= Lumen, Str = Stroma. Konfokale Stapelaufnahmen / LSM. Z-Projektion 
von 6 aufeinanderfolgenden Ebenen. Maßstabsbalken: 20 µm. 
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Abbildung 15  Tight junctions zeigen keine Veränderungen über den Zyklus. 
Doppel-Immunfluoreszenzmarkierung gegen Desmoplakin (a, d, g, j) und ZO-1 (b, e, h, k) an verschiedenen 
Zyklustagen (jeweils oben links angezeigt) c, f, i, l zeigen die Überlagerung der Kanäle kombiniert mit DAPI. 
Auch hier wird nochmals die Umverteilung der Desmosomen deutlich. In j) erscheinen wiederum tief basal 
liegende laterale Markierungen von Zellen aus anderen Fokusebenen als scheinbar basale Markierung 
(Pfeilspitze). Die starke Aufweitung des apikalen Endes der markierten Zelle spricht für einen schrägen 
Schnittwinkel. Im Gegensatz zur Umverteilung der Desmosomen bleibt der tight junction-marker ZO-1 über den 
Zyklus in seiner Lokalisation unverändert. Lu= Lumen, Str = Stroma. Konfokale Aufnahmen / LSM. 
Maßstabsbalken: 5 µm.   
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Abbildung 16  Claudin 4 als weiterer Marker für tight junctions. 
Immunfluoreszenzmarkierung gegen Claudin 4 in a) und c), in b) und d) kombiniert mit DAPI. Der 
Antikörper zeigte im Allgemeinen ein stärkeres unspezifisches Hintergrundsignal. Die spezifische 
Markierung stimmte jedoch mit der Lokalisation von ZO-1 über den Zyklus überein. Lu= Lumen, Str = 
Stroma. Apotomaufnahmen. Maßstabsbalken: 10 µm. 
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Abbildung 17  Real time 
RT-PCR zur Bestimmung 
von RNA typischer 
junction-Marker über 
den Zyklus. 
Repräsentativer Lauf an 14 
Proben verschiedener 
Zyklusphasen. Aufgrund 
des Verhältnisses von 
Keratin 18 (KRT 18) zu 
Vimentin (VIM) über den 
Zyklus hinweg, gibt der 
Anstieg für Desmoplakin 
(DSP) und E-cadherin 
(ECAD) in der mittleren 
bis späten Lutealphase nur 
den relativen Anstieg der 
Epithelzellen zur 
Gesamtzellzahl wieder. 
Folglich konnte für keinen 
der untersuchten Zell-Zell-
Adhäsionsmarker eine 
signifikante Änderung über 
den Zyklus festgestellt 
werden.  
 
3.4 Zyklische Veränderungen von Desmoplakin-, E-cadherin- und ZO-1-mRNA 
sind nicht signifikant 
Zur Detektion möglicher Veränderungen in der Genexpression der untersuchten Zell-Zell-
Adhäsionsmarker wurde die RNA kryokonservierter Endometriumproben gewonnen. Mittels real time 
RT-PCR wurde die Genexpression von drei Vertretern der klassischen junction-Komplexe, nämlich 
Desmoplakin (DSP), E-cadherin (ECAD) und ZO-1, analysiert. Da die Gewebehomogenate neben 
Epithelzellen auch Bindegewebszellen in großer Anzahl enthielten, wurden auch Keratin 18 (KRT 18) 
als Marker für den Gehalt an Epithelzellen und Vimentin (VIM) für Stromazellen bestimmt. 23 Proben 
wurden in Doppelansätzen untersucht. Die Ergebnisse eines repräsentativen Laufs für Dsp-, E-
cadherin- und ZO-1-RNA sind in Abbildung 17 dargestellt. Um den Einfluss der Anteile von Epithel- 
und Stromazellen in den untersuchten Geweben widerzuspiegeln, wurden die relativen Einheiten für 
KRT 18 und VIM in einem Diagramm zusammengeführt (Abbildung 17 d). Während die 
Genexpression von ZO-1 - abgesehen von zwei ungewöhnlich hohen Messwerten an Tag 7 und Tag 
19 - relativ unverändert über den Zyklus blieb (Abbildung 17 c), schien die Genexpression von DSP 
und ECAD in der mittleren bis späten Lutealphase erhöht zu sein (Abbildung 17 a, b). Durch 
Ermittlung des relativ größeren Anteils von Drüsenepithel (Keratin 18) zu Stroma (Vimentin) in der 
mittleren bis späten Lutealphase, wird diese Aussage relativiert. Folglich ließ sich keine signifikante 
Veränderung der Genexpression der junktionalen Markerproteine nachweisen. 
 
  
Ergebnisse:  Murines Endometrium 
 
 
Seite | 50 
 
4 Ergebnisse:  Murines Endometrium 
 
Auswirkungen der Mutation von Desmoglein 2 auf die 
Expression und laterale Verteilung desmosomaler Proteine 
im murinen Endometriumepithel 
4.1 Keine Korrelation der Uterusmorphologie mit dem Genotyp 
Der erste Schritt zur Charakterisierung der Uteri von Wildtyptieren (wt/wt) und Mutanten (wt/d = 
heterozygot mutiertes DSG2; d/d = homozygot mutiertes DSG2) erfolgte anhand einer 
Fotodokumentation während der Gewebeentnahme und einer histologischen Untersuchung der 
gewonnenen Gewebe (Abbildungen 18; 19). Ein bei d/d-Tieren anfänglich gehäuftes Auftreten 
erweiterter Uterusdurchmesser, wurde zunächst mit möglichen Pathologien des Uterus (z.B. 
Hydrometra) assoziiert (Abbildung 18 c). Dieser Eindruck wurde jedoch bei weiteren Versuchen 
durch Auftreten unterschiedlicher Durchmesser bei allen vorkommenden Genotypen relativiert. So 
konnte auch der umgekehrte Fall bei gleichaltrigen Tieren eines Wurfes auftreten (Abbildung 19 b, f, 
j). Während bei homozygot mutierten Tieren durchgehend ein deutlicher Herzphänotyp auftrat 
(Abbildung 19 i), konnten grobmorphologisch keine Auswirkungen der Mutation auf den Uterus 
festgestellt werden. Die histologische Begutachtung HE-gefärbter Präparate zeigte bezüglich der 
Ausbildung typischer Strukturen des murinen Uterus (Abbildung 18 d) ebenfalls keine Unterschiede 
zwischen Wildtyp- und mutierten Tieren. Bei der Beurteilung des endometrialen Epithels wurden 
individuelle Unterschiede bezüglich der Höhe und Anordnung des einschichtigen Epithels festgestellt 
(Abbildung 19 c, g, k). Diese waren jedoch auch nicht mit dem Vorliegen von heterozygoter oder 
homozygoter Mutation korreliert.  Erste Untersuchungen der Expression von Dsg2 mittels 
Immunfluoreszenzmarkierung zeigten hingegen deutliche Verminderungen bei mutierten Tieren im 
Vergleich zum Wildtyp (Abbildung 19 d, h, l). 
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Abbildung 18  und Histologie der untersuchten Mausuteri - vor Einführung des Zyklusmonitorings. 
a-c: Fotodokumentation während der Gewebeentnahme: Uterus (Ut) von Wildtyptier (wt/wt), sowie heterozygot (wt/d) 
und homozygot (d/d) mutierten Tieren. Die Pfeile in c) deuten den Verlauf der paarigen Uterushörner (Cornu uteri) von 
der Bifurkation nahe der Portio vaginalis in Richtung der Adnexe an. In a) und c) ist das linke Ovar (Ov) zu erkennen. 
Die Tiere, mit zusammenhängenden Tiernummern (230, 232, 233), stammten aus einem Wurf. Der anfängliche Eindruck, 
ein vergrößerter Uterusdurchmesser korreliere mit der Dsg2-Mutation, bestätigte sich im Laufe der Versuche nicht. d: 
Übersichtsaufnahme eines 8 Wochen alten Wildtyp-Uterus (HE-Färbung). Im Querschnitt sind sowohl die äußere 
Längsmuskulatur (LM) als auch die innere Ringmuskulatur (RM) zu sehen. An das Lumen des Uterushorns (Lu), das im 
Paraffinpräparat typischerweise stark geweitet ist,  grenzt das luminale endometriale Epithel (Pfeilspitze). Das darunter 
liegende Stroma (Str) umschließt das glanduläre Epithel tiefer Krypten (Pfeile), diese sind zumeist kreisrund 
angeschnitten. Beschriftung oben links: Tiernummer, DSG2-Genotyp, Alter in Wochen. Maßstabsbalken: 5 mm.  
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Abbildung 19  Phänotyp der DSG2-Mutation am Herzen, sowie am Uterus - vor Einführung des 
Zyklusmonitorings. 
a, e, i: Fotodokumentation der Herzmorphologie von Tieren eines Wurfes. Bei homozygoter Mutation (d/d) kam es zu 
fibrotischen Veränderungen im Bereich der Ventrikel (rot umrandet), sowie zu Dilatation der Atrien und Ventrikel (Fotos 
mit freundlicher Genehmigung von Dr. C. Krusche und Sebastian Kant). b, f, j: Übersicht der Uteri nach HE-Färbung an 
Paraffinschnitten. Die Durchmesser der Uteri variierten stark. Sie waren jedoch nicht mit dem Genotyp korreliert, 
sondern unterlagen individuellen Schwankungen. c, g, k: Vergrößerte Darstellung des luminalen Epithels zeigte 
Unterschiede in der Morphologie der Epithelzellen. Diese stellten sich teils hochprismatisch und pseudostratifiziert (c), 
teils kuboidal und geordnet dar (k). Auch die Morphologie der Epithelzellen korrelierte im Laufe der Versuche nicht mit 
dem Genotyp. d, h, l:  Immunfluoreszenzmarkierung (bei gleicher Anregung detektiert) gegen Dsg2 an Kryostatschnitten 
von Uteri der jeweiligen Tiere. Dargestellt ist jeweils das zentrale Lumen (Lu) des Uterus, das im Kryopräparat weniger 
geweitet ist als nach Paraffineinbettung des Gewebes (vgl. b, f, j, c, g, k). Die punktierte Markierung zog beim Wildtyp 
(wt/wt) bis zum basalen Ende der lateralen Membranen hinunter. Beim heterozygoten Tier (wt/d) war das Signal 
vermindert und auf den subapikalen Bereich der lateralen Membranen beschränkt. Am d/d-Uterus war die Verminderung 
des Dsg2-Signals noch ausgeprägter. Konfokale Aufnahmen / LSM. Str = Stroma. Beschriftung oben links: Tiernummer, 
DSG2-Genotyp, Alter in Wochen.   
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4.2 Ausschluss zyklischer Veränderungen durch Zyklusmonitoring 
Mit Hinblick auf die Zyklusabhängigkeit der, am humanen Endometrium festgestellten, 
Veränderungen von Zell-Zell-Adhäsionsmarkern, mussten ähnliche Effekte bei der Charakterisierung 
der Dsg2-Mutation am murinen Uterus ausgeschlossen werden. Zur Verifizierung der mittels 
Immunfluoreszenz erhobenen Unterschiede zwischen Uteri von DSG2-mutierten Mäusen und 
Wildtyp-Mäusen, wurden die Tiere daher im Folgenden zum Zeitpunkt des Östrus autopsiert. Diese 
verhältnismäßig kurze Phase des 4-5 Tage dauernden Zyklus der Mäuse, bot den Vorteil, dass sie den 
eindeutigsten zytologischen Befund aufwies (Abbildung 20 b). Im vaginalen Ausstrichpräparat waren 
fast ausschließlich kernlose Epithelzellen vorhanden. Die proöstrische Phase, mit einer Restpopulation 
kernhaltiger Epithelzellen und auch einigen Leukozyten, wurde an Tag 1 vor der Entnahme der Uteri 
beobachtet (Abbildung 20 a). 3 Tage vor der Präparation wurde zumeist die diöstrische Phase 
befundet, in der vor allem Leukozyten vorliegen (Abbildung 20 d). Bei gleichzeitigem Vorhandensein 
von Epitelzellen mit und ohne Kern, sowie einer ebenfalls deutlichen Leukozytendominanz, konnte 
vom, direkt auf den Östrus folgenden, Metöstrus ausgegangen werden (Abbildung 20 c). Metöstrus 
und Diöstrus sind im Allgemeinen schwer voneinander zu unterscheiden (Byers et al., 2012). Bei 
gleichzeitigem Monitoring mehrerer Tiere des gleichen Wurfs aus jeweils einem Käfig, konnte keine 
Synchronisierung des Zyklus der weiblichen Tiere festgestellt werden. Die Entnahme der Uteri von 
Geschwistertieren erfolgte daher nicht zeitgleich, sondern an verschieden Tagen. 
 
Abbildung 20  Zytologische Ausstrichpräparate zur Bestimmung der murinen Zyklusphase. 
Mittels vaginaler Lavage gewonnene zytologische Präparate nach Giemsa-Färbung. Der Proöstrus war 
gekennzeichnet durch das Vorhandensein vieler kernhaltiger Epithelzellen, hier in kleinen Gruppen gekennzeichnet 
(a / Sterne). Zum Östrus lagen fast ausschließlich kernlose, abgeschilferte Epithelzellen vor (b / Pfeile). Der darauf 
folgende Metöstrus zeigte sowohl kernhaltige als auch kernlose Epithelzellen und unterschied sich von Proöstrus und 
Östrus durch eine höhere Zahl an Leukozyten. Diese waren während des Diöstrus fast ausschließlich im Präparat 
vorhanden (d /Pfeilspitzen). Maßstabsbalken: 200 µm.   
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4.3 Zyklusabhängige Änderungen des murinen Endometriums 
Nachdem die Morphologie der Uteri nicht mit dem Genotyp der untersuchten Mäuse korreliert war, 
ließ sich nach Einführung des Zyklusmonitorings auch kein Zusammenhang zwischen Zyklusphase 
und äußerer Erscheinung der Uteri ausmachen (Abbildung 21 a, d, g). Der Durchmesser der Uteri 
konnte in ein und derselben Zyklusphase verschieden groß ausfallen und war auch nicht mit dem 
Vorhandensein eines ausgeprägten Herzphänotyps bei homozygot mutierten Tieren korreliert 
(Abbildung 22). Die histologische Begutachtung von HE-gefärbten Paraffinpräparaten datierter 
Wildtyptiere ließ allerdings auf einen Zusammenhang zwischen Zyklusphase und der Morphologie des 
endometrialen Epithels, sowie dem Aufbau der uterinen Mucosa schließen. Im Diöstrus liegt das 
luminale Epithel fast kubisch vor und erscheint deutlich einschichtig (Abbildung 21 i). In der 
Übersicht zeigen sich im insgesamt sehr kompakten Stroma verhältnismäßig enge periphere Drüsen 
(tiefe Krypten) ohne Lumeninhalt (Abbildung 21 h). Während des Östrus hingegen erscheint das 
Stroma vor allem im peripheren Bereich ödematöser und weniger kompakt (Abbildung 21 b). Die 
peripheren Drüsen sind großlumig und teilweise mit Sekret gefüllt. Im Bereich des luminalen Epithels 
ist das Stroma kompakter (Abbildung 21 c). Das luminale Epithel selbst ist in diesem Zyklusabschnitt 
hochprismatisch und wirkt manchmal fast mehrreihig (pseudostratifiziert). Sowohl am luminalen 
Epithel als auch am Drüsenepithel lassen sich basal gelegene vakuoläre Aufweitungen als Zeichen 
einsetzender Nekrosen ausmachen. Mitosen, die sich vor allem beim Übergang vom Proöstrus zum 
Östrus im Epithel zeigen, sind in dieser, eher spät-östrischen Phase nicht mehr zu erkennen.  
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Abbildung 21  Morphologische Aspekte zyklusdatierter Uteri von Wildtypmäusen. 
Zur Verdeutlichung zyklischer Differenzierungsprozesse des murinen Endometriums wurden östrische (a, b, c), 
metöstrische (d, e, f) und diöstrische Phase (g, h, i) exemplarisch gegenüber gestellt. Die Uteri (Ut) in a) und d) wirken 
stärker vaskularisiert, jedoch nur, weil das Mesometrium (Me) mit den versorgenden Gefäßen  nicht mehr (wie in Bild g) 
von viszeralem Fett bedeckt ist. Die Harnblasen (Hb) sind kollabiert. Im HE-Präparat zeigte sich während des Östrus eine 
Vielzahl weiter, teils mit Sekret gefüllter (Pfeilspitzen), peripherer Drüsen (b, c). Das luminale Epithel erscheint in dieser 
Phase weniger geordnet als in f) und i). Es wirkt höher prismatisch und erscheint pseudostratifiziert (c). Vereinzelt sind 
vakuoläre Aufweitungen zu erkennen (rot umrandet). K = Kolon, Ov = Ovar.  HE-Präparate in b, e und  h. Beschriftung 
oben: Tiernummer, DSG2-Genotyp, Zyklusstadium, Alter in Wochen. 
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Abbildung 22  Vergleich der Herz- und Uterusmorphologie mutierter und nicht-mutierter Tiere im Östrus. 
Fotodokumentation während der Gewebeentnahme. Dargestellt sind Aufnahmen der Herzen (Fotos mit freundlicher 
Genehmigung von Dr. C. Krusche und Sebastian Kant) und Uteri von 6 der 10 in der Immunfluoreszenzstudie 
untersuchten Tiere nach Zyklusdatierung. Alle homozygot mutierten Tiere (g, i, k) zeigten einen sichtbaren 
Herzphänotyp mit deutlicher Vergrößerung der Herzkammern und/oder der Vorhöfe (Sterne), sowie fibrotischen 
Aufhellungen im Bereich der Kammern (rot umrandet) oder der Kammersepten. Die Morphologie und Größe der Uteri 
während des Östrus war divers und nicht mit dem Genotyp oder dem Vorhandensein eines Herzphänotyps korreliert. 
Beschriftung oben: Tiernummer, DSG2-Genotyp, Zyklusstadium, Alter in Wochen.  
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4.4 Immunfluoreszenzstudie zur Expression und Verteilung von Dsg2 und Dsp 
am DSG2-mutierten Mausendometrium 
Die Charakterisierung der DSG2-Mutation am murinen Endometrium erfolgte auf 
immunhistochemischer Ebene durch Nachweis der desmosomalen Markerproteine Dsp und Dsg2. 
Hierzu wurde eine Immunfluoreszenzreaktion gegen diese Marker an einer Gruppe von 10 
kryokonservierten Uterusproben (5 x wt/wt und 5 x d/d) durchgeführt und diese zur Verifizierung 
zweimal wiederholt. Es wurden sowohl Bereiche des luminalen Epithels (LE) als auch des glandulären 
Epithels (GE) licht- und konfokalmikroskopisch aufgenommen und im Doppelblindverfahren 
bewertet. Alle Aufnahmeparameter wurden konstant gehalten. Das Doppelblindverfahren diente der 
vorbehaltlosen Beurteilung der entstandenen Aufnahmen. Mit Fokus auf die Intensität der 
Fluoreszenzsignale, sowie die laterale Verteilung desmosomaler Punktmarkierungen, konnten 
anschließend alle Aufnahmen der d/d-Uteri von denen der wt/wt-Uteri differenziert und somit 
identifiziert werden. Beim Vergleich der Mutanten (d/d) mit der Kontrollgruppe (wt/wt) zeigte sich 
eine Verminderung des Dsg2-Fluoreszenzsignals im Bereich des LE (Abbildung 24 b, f, j, n, r) und 
des GE (Abbildung 26 b, f, j, n, r). Während bei den Wildtyptieren (Abbildungen 23 und 25) unter den 
gewählten Aufnahmeparametern die Intensitäten für Dsp und Dsg2 gleich stark waren, zeigte die 
Dsg2-Markierung bei den Mutanten ein deutlich schwächeres Signal als für Dsp. Zur Analyse der 
lateralen Verteilung der desmosomalen Marker eigneten sich vor allem Querschnittaufnahmen durch 
periphere Drüsen. Mit Hilfe von Z-Stapelprojektionen konfokaler Aufnahmen ließen sich die lateralen 
Membranverläufe der glandulären Epithelzellen sehr gut darstellen (Abbildungen 25 und 26). Die 
beiden desmosomalen Marker waren bei den Mutanten stärker apikal konzentriert bzw. waren entlang 
der lateralen Membran weniger zahlreich vorhanden (Abbildung 26 d, h, l, p, t), als bei den 
Wildtyptieren (Abbildung 25 d, h, l, p, t). 
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Abbildung 23  Expression von Dsg2 und Dsp am luminalen Epithel von Wildtyptieren. 
Beide Marker waren stets kolokalisiert. Das Signal für Dsp zeigte beim Vergleich zwischen wt/wt-Tieren und d/d-Tieren 
keine Veränderung in der Intensität und wurde daher als Vergleichsparameter eingesetzt. Die Überlagerung beider 
Signale (d, h, l, p, t) zeigt für alle Tiere ein ausgewogenes Verhältnis von Dsp- und Dsg2-Fluoreszenzintensität (gelb). 
Aufnahmen aus erster Immunfluoreszenzreaktion. Tier 3851 (e, f, g, h) wurde später durch Tier 4025 aus Abbildung 25 
(i, j, k, l) ersetzt. Epifluoreszenzaufnahmen. Belichtungszeiten identisch zu Aufnahmen in Abbildung 24. Lu= Lumen, Str 
= Stroma. Beschriftungen oben links: Tiernummer, DSG2-Genotyp, Zyklusstadium, Alter in Wochen. Maßstabsbalken: 20 
µm. 
  
Ergebnisse:  Murines Endometrium 
 
 
Seite | 59 
 
 
 
 
Abbildung 24  Expression von Dsg2 und Dsp am luminalen Epithel homozygoter DSG2-Mutanten. 
Beide Marker waren stets kolokalisiert. Das Signal für Dsp zeigte beim Vergleich zwischen wt/wt-Tieren und d/d-Tieren 
keine Veränderungen in der Intensität und wurde daher als Vergleichsparameter eingesetzt. Die Überlagerung beider 
Signale (d, h, l, p, t) zeigt für alle Tiere eine deutliche Verminderung der Dsg2-Fluoreszenzintensität verglichen mit den 
Tieren der wt/wt-Kohorte. Aufnahmen aus erster Immunfluoreszenzreaktion. Epifluoreszenzaufnahmen. 
Belichtungszeiten identisch zu Aufnahmen in Abbildung 23. Lu= Lumen, Str = Stroma. Beschriftungen oben links: 
Tiernummer, DSG2-Genotyp, Zyklusstadium, Alter in Wochen. Maßstabsbalken: 20 µm. 
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Abbildung 25  Expression und Verteilung von Dsg2 und Dsp am glandulären Epithel von Wildtyptieren. 
Beide Marker waren stets kolokalisiert. Das Signal für Dsp zeigte beim Vergleich zwischen wt/wt-Tieren und d/d-
Tieren keine Veränderungen in der Intensität und wurde daher als Vergleichsparameter eingesetzt. Die Überlagerung 
beider Signale (d, h, l, p, t) zeigt für alle Tiere ein ausgewogenes Verhältnis von Dsp- und Dsg2-
Fluoreszenzintensität. Aufnahmen aus der dritten Immunfluoreszenzreaktion. Tier 3851 aus Abbildung 23 (e, f, g, h) 
wurde hier durch Tier 4025 (i, j, k, l) ersetzt. Konfokale Stapelaufnahmen / LSM. Aufnahmeparameter identisch zu 
Aufnahmen in Abbildung 26. Z-Projektionen von jeweils 14 aufeinanderfolgenden Ebenen. Lu= Lumen, Str = 
Stroma. Beschriftungen oben links: Tiernummer, DSG2-Genotyp, Zyklusstadium, Alter in Wochen. Maßstabsbalken: 
10 µm. 
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Abbildung 26  Expression und Verteilung von Dsg2 und Dsp am glandulären Epithel homozygoter DSG2-
Mutanten. 
Beide Marker waren stets kolokalisiert. Das Signal für Dsp zeigte beim Vergleich zwischen wt/wt-Tieren und d/d-
Tieren keine Veränderungen in der Intensität und wurde daher als Vergleichsparameter eingesetzt. Die Überlagerung 
beider Signale (d, h, l, p, t) zeigt für alle Tiere deutliche Verminderung der Dsg2-Fluoreszenzintensität verglichen mit 
den Tieren der wt/wt-Kohorte. Die mittigen Querschnitte durch die peripheren Drüsen erlauben zudem eine bessere 
Beurteilung der lateralen Verteilung der kolokalisierten Signale. Die DSG2-mutierten Uteri zeigten eine verminderte 
Anzahl desmosomaler Punktmarkierungen entlang der lateralen Membranen glandulärer Epithelzellen. Aufnahmen 
aus der dritten Immunfluoreszenzreaktion. Konfokale Stapelaufnahmen / LSM. Aufnahmeparameter identisch zu 
Aufnahmen in Abbildung 25. Z-Projektionen von jeweils 14 aufeinanderfolgenden Ebenen. Lu= Lumen, Str = 
Stroma. Beschriftungen oben links: Tiernummer, DSG2-Genotyp, Zyklusstadium, Alter in Wochen. Maßstabsbalken: 
10 µm.   
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5 Ergebnisse:  Zellkultur 
 
Etablierung eines 3D-Zellkulturmodells zur Untersuchung der 
Trophoblast-endometrialen Interaktion 
5.1 Vorversuche zur Etablierung des 3D-Konfrontationssystems 
 
5.1.1 MDCK Zellen 
Die methodischen Grundlagen zur Kultivierung von Epithelzellen in Gelmatrices wurden während 
eines Aufenthaltes im Labor von Prof. Dr. Klaus Ebnet (ZMBE Münster) erlernt. MDCK Zellen 
wurden dort in Kollagengelen zu runden Zysten kultiviert. Bei der darauf folgenden Etablierung des 
3D-Systems mit MCF-7 Zellen in Matrigel wurden zur methodischen Kontrolle auch MDCK Zellen 
eingesetzt. Hierfür bot sich die Verwendung des, in unserem Labor vorhandenen, MDCK Klons MDc-
2 an. MDc-2 Zellen exprimieren ein Desmocollin 2a-GFP Konstrukt (Windoffer et al., 2002). 
In Matrigel bildeten die MDc-2 Zellen typische, bereits mehrfach beschriebene, großlumige Zysten 
aus. Die DAPI-positiven Kerne lagen basal entlang des Randbereichs der Zysten. Die ZO-1 
Markierung war punktförmig auf die lumenwärts gerichteten und somit subapikalen Bereiche der 
lateralen Membranen der caninen Tubulusepithelzellen konzentriert. Dreidimensionale Projektionen 
konfokaler Scans ganzer Zysten zeigten ein zusammenhängendes Netzwerk der ZO-1-positiven 
Regionen (Abbildung 27 d). Desmocollin 2a zeigte, mit ebenfalls punktierter Markierung, eine 
Gleichverteilung entlang der lateralen Membran der Epithelzellen (Abbildung 27 g). Die so 
generierten Sphäroide dienten der methodischen Kontrolle während der Etablierungsarbeit an MCF-7 
Zellen.  
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Abbildung 27  Lumenausbildung bei MDc-2 Sphäroiden in Matrigel. 
Immunfluoreszenzmarkierung gegen ZO-1 und DAPI an Dsc2a-GFP exprimierenden MDCK Zellen (MDc-2). 
Sphäroide nach 14 Tagen in Matrigel auf Transwell-Inserts. Für MDCK Zellen typische zystenähnliche Weitung des 
Lumens (Lu).  Die im Vergleich zu MCF-7 Zellen deutlich kleineren MDCK Zellen zeigten eine starke Polarisierung 
zum Lumen hin (g). Die Bildserie zeigt die lateralen desmosomalen Punktmarkierungen oberhalb des Lumens (e), 
den Beginn des Lumens mit Aufsicht auf die ZO-1-markierten tight junctions (f), den Querschnitt durch das Lumen 
mit den lateralen Membranen in ganzer Länge (g) und den Abschluss des Lumens mit darunter liegenden subapikalen 
Desmosomen (h). Konfokale Stapelaufnahme (LSM) über 50 Ebenen. Z-projiziert wurden die Ebenen 6-44 (a-d), 
einzeln dargestellt sind Ebenen 8(e), 17(f), 27(g), 42(h). Maßstabsbalken: 20 µm.   
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5.1.2 MCF-7 Zellen 
Unter der Annahme, es handle sich bei den hier behandelten MCF-7 Zellen, um eine immortalisierte 
endometriale Epithelzelllinie (hTERT-EEC), wurden wesentliche, allgemeine Zellkulturparameter und 
Protokolle an diesen Zellen etabliert. Immunfluoreszenzoprotokolle zum Nachweis von 
Markerproteinen der drei klassischen junction-Typen wurden an MCF-7-Monolayern erstellt 
(Abbildung 28). Zur Verbesserung der Polarisierung von Monolayern wurden MCF-7 Zellen auf 
Matrigel kultiviert und zeigten eine Zunahme in der Zellhöhe (Abbildung 28 c, d). Die Methodik 
sowie die Optimierung grundlegender Parameter für das, in dieser Arbeit vorgestellte, endometriale 
3D-Kulturmodell, ist in mehreren Versuchsreihen an MCF-7 Zellen, über einen längeren Zeitraum 
etabliert worden. Hierzu gehörten:  
 Etablierung des Zellvereinzelungsprotokolls zur Generierung klonal 
wachsender Sphäroide in Matrigel 
 
 Ermittlung der optimalen Zellzahlen pro µl Gelansatz  
 
 Ermittlung des für Hormonsubstitutionen zur Verfügung stehenden 
Zeitfensters während der 3D-Kultur  
 
 Etablierung der Sphäroid-Monolayer-Mischkultur in 
Kammerobjektträgern auf Glas  
 
 Anpassung der Fixierung sowie der Inkubationszeiten zum 
immunzytochemischen Nachweis der Zielproteine an den 
multizellulären Strukturen im Gel  
 
Vorläufiges Endergebnis dieser Etablierungsreihe waren MCF-7-Sphäroide, die eine Lumenbildung 
nach etwa 14 Tagen Kulturzeit aufwiesen (Abbildung 29 a-h). Danach wurde, aufgrund der 
Veröffentlichung von Daten über die Misidentifizierung der vermeintlichen immortalisierten, 
endometrialen Epithelzelllinie, ein Fortführen der Arbeiten an dieser Zelllinie als Implantationsmodell 
obsolet. Die Kokultivierung von MCF-7-Sphäroiden mit endometrialen Stromazellen (HESC) über 5 
Tage, führte zu einer Steigerung der Proliferationsrate von MCF-7 Zellen im Matrigel. Die 
Anwesenheit von Stromazellen auf dem Boden der Mikrotiterwells unter den Inserts, äußerte sich 
durch deutlich größere MCF-7-Sphäroide im Vergleich zu Kulturen ohne Stromazelllinie (Abbildung 
29 i, j). Dieser Effekt ist auch für weitere Untersuchungen an endometrialen Zelllinien interessant.   
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Abbildung 28  Nachweis von junction-Markern an MCF-Monolayern. 
Immunfluoreszenzprotokolle zum Nachweis von typischen junction-Markern (Dsp für Desmosomen, ZO-1 für tight 
junctions, β-catenin für adherens junctions) wurden an MCF-7 Zellen etabliert. Die MCF-7 Zellen in c) und d) wurden 
auf Matrigel kultiviert und waren höher polarisiert als die auf Glas kultivierten (a, b, e, f). Zur durchgehenden Darstellung 
des ZO-1- sowie des Kernsignals (DAPI) wurden 19 konsekutive Ebenen projiziert, was etwa 10 µm in Z-Richtung 
entsprach. Zellen auf Glas wurden bei Stapelaufnahmen mit einer Höhe von 5-7 µm in Z-Richtung ganz erfasst. 
Konfokale Aufnahmen (LSM), Z-Projektion von 19 (c, d) und 10 (e, f) aufeinanderfolgenden Ebenen. Maßstabsbalken: 
10 µm. 
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Abbildung 29  Lumenausbildung bei MCF-7 Sphäroiden in Matrigel. 
Doppel-Immunfluoreszenzmarkierung gegen Desmoplakin (Dsp) und ZO-1, kombiniert mit DAPI, an MCF-7 Sphäroiden 
nach 14 Tagen in Matrigel (b-h). Es wurden sowohl kleine Sphäroide (Ø < 60 µm) mit einem einzelnen zentralen Lumen 
(Bildserie b-d) oder größere Sphäroide (Ø > 100 µm) mit mehreren Lumina (e, oben links) ausgebildet. Die Bildserie 
zeigt den Beginn des Lumens mit Aufsicht auf die ZO-1-markierten tight junctions (b), den Querschnitt durch das Lumen 
mit den lateralen Membranen in ganzer Länge (c) und den Abschluss des Lumens (d). Das Lumen wurde von 
hochpolarisierten Zellen umgeben (e-h). Der Verlauf der lateralen Membranen stellte sich durch punktförmige Dsp-
Markierungen dar. Apikal davon (lumenwärts / nach innen) lagen jeweils punktförmige ZO-1 Markierungen. a: 
Lebendaufnahme von Sphäroiden entsprechender Größe während der Kulturzeit im Transwell-Insert. i, j: 
Lebendaufnahme von MCF-7 Sphäroiden nach 5 Tagen in Matrigel. Durch Kokultivierung humaner endometrialer 
Stromazellen (HESC) unter dem Insert wurde die Proliferationsrate der Sphäroide deutlich gesteigert. b, c, d: Konfokale 
Stapelaufnahme (LSM), über 50 Ebenen, dargestellt sind Ebenen 16(b), 23(c), 31(d). e-h: Konfokale Aufnahme. Ph = 
Phasenkontrastaufnahme. 
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5.1.3 Mit Matrigel überschichtete Monolayer 
Überschichtete MCF-7 Monolayer bildeten nach einer Kulturdauer von 7 Tagen unter dem Matrigel 
makroskopisch sichtbare, schlauchförmige Strukturen aus. Kontrollen der Gele am 
Phasenkontrastmikroskop ließen eindeutig erkennen, dass derartige Zellschläuche vom Monolayer aus 
nach oben ins Matrigel wuchsen. Da sich die Gele beim Versuch sie zu fixieren mitsamt der darunter 
anhaftenden Monolayer vom Glas ablösten, war eine immunzytochemische Untersuchung der 
Strukturen bisher nicht möglich. Im Gegensatz zu den MCF-7 Zellen konnte bei den parallel 
angesetzten MDc-2 Zellen eine Lebendzellmikroskopie am konfokalen Lasermikroskop durchgeführt 
werden (Abbildung 30). Es konnte gezeigt werden, dass tatsächlich tubulusähnliche Strukturen vom 
Monolayer aus ins Matrigel hineinzogen und dabei ein Lumen ausbildeten. Aufgrund der technischen 
Hürden, die Zellen entsprechend zu fixieren, wurde die Methode, Epithelzellen mit Matrigel zu 
überschichten, zunächst nicht weiterverfolgt.  
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Abbildung 30  MDc-2 Zellen unter Matrigel bilden Lumina und tubulusähnliche Strukturen aus. 
Lebendaufnahmen an mit Matrigel überschichteten MDc-2 Zellen auf Glasbodenschalen nach 7 Tagen in Kultur. 
Unter dem Matrigel bildeten sich aus dem vorkultivierten Monolayer sowohl größere topographische Strukturen (a, 
b), als auch tubulusähnliche Schläuche (Pfeil in d) mit darin befindlichem Lumen (Stern in c) aus. Konfokale 
Stapelaufnahmen (LSM), Z-Projektion von jeweils 50 aufeinanderfolgenden Ebenen. DIC = Differenz Interferenz 
Kontrast. Maßstabsbalken: 20 µm.  
 
5.1.4 Kokulturen aus MDCK und MCF-7 Zellen 
Neben Effekten auf die Proliferationsrate von MCF-7 Zellen durch Kokultur mit humanen 
endometrialen Stromazellen (HESC) im Transwell Insert System, wie in 5.1.2 beschrieben, wurden 
MCF-7 Zellen außerdem mit MDCK-Wildtypzellen kokultiviert. Diese Versuche wurden in 
Zusammenarbeit mit Fabia Flensberg (medizinische Doktorandin am Institut) durchgeführt, mit dem 
eigentlichen Ziel, heterologe Zell-Zell-Kontakte zwischen Epithelzellen verschiedener Spezies zu 
untersuchen. MCF-7 Zellen und MDCK Zellen wurden, wie in 5.4.3 beschrieben, als Mischkultur auf 
Glas ausgesät. Die unterschiedlichen Zelltypen grenzten sich stark voneinander ab. Zudem wurde bei 
den MDCK Zellen, in Gegenwart der MCF-7 Zelllinie, die Ausbildung von tubulusähnlichen, sowie 
kugelförmigen dreidimensionalen Strukturen induziert (Abbildung 31).   
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Abbildung 31  MCF-7 Zellen induzieren MDCK-Tubulusbildung in Kokultur. 
Immunfluoreszenzmarkierungen gegen β-catenin an MDCK Zellen nach viertägiger Kokultur mit MCF-7 Zellen. Anhand 
des DAPI-Signals lassen sich die wesentlich kleineren MDCK-Zellkerne (Pfeispitze in d) von den Zellkernen der MCF-7 
Zellen (Sterne in d) unterscheiden. Gruppen zusammenhängender MDCK Zellen schoben sich über angrenzende MCF-7-
Monolayer hinweg (rot umrandet in c). MCF-7 Zellen umschlossen zum Teil sphäroidähnliche MDCK-Cluster mit 
deutlicher Polarisierung der MDCK Zellen (f). Über konfluenten MCF-7 Monolayern bildeten die MDCK Zellen zudem 
Tubuli. Diese ähnelten den Strukturen, die nach Überschichten der Dsc2a-GFP exprimierenden MDCK Zellen (MDc-2) 
beobachtet wurden (Pfeil). Konfokale Stapelaufnahmen (LSM), Z-Projektion von jeweils 25 (a-f) und 30 (g-j) 
aufeinanderfolgenden Ebenen. DIC = Differenz Interferenz Kontrast.  
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5.2 Endometriale Epithelzelllinien 
Nach Bekanntwerden der Misidentifizierung der für hTERT-EEC gehaltenen MCF-7 Zellen wurden 
die weiteren Untersuchungen an vier neuen endometrialen Adenokarzinomzelllinien (RL95-2, ECC-1, 
Ishikawa, HEC-1-A) durchgeführt. Morphologisch ließen sich die vier Zelllinien deutlich voneinander 
unterscheiden. RL95-2 Zellen wachsen als Monolayerkultur in kleinen Gruppen und erscheinen unter 
Phasenkontrast, im Gegensatz zu den übrigen Epithelzellen, weniger abgeflacht (Abbildung 32 a). 
Selbst nach 4 bis 5 Tagen in Kultur - unter Verwendung der angegebenen Verdünnungsraten - wurden 
die Zellen nicht konfluent. RL95-2 Zellen neigten vielmehr zum Stratifizieren und bildeten dichte 
Haufen. Sie proliferierten in getrennten Clustern, so dass die Kulturen erst bei sehr hohen Zellzahlen 
(bis zu 400.000 Zellen/cm2) konfluent erschienen. Für die Subkultivierungsroutine hat es sich bewährt, 
die Zellen zu passagieren, wenn sie zu etwa 50% konfluent erschienen. Um einen 
zusammenhängenden Monolayer von RL95-2 Zellen zu generieren, mussten die Zellen wesentlich 
dünner – etwa mit der Hälfte der angegebenen Verdünnungsrate – ausplattiert und über mindestens 10 
Tage kultiviert werden. Bei den übrigen endometrialen Epithelzelllinien war der epitheliale Phänotyp 
ausgeprägter. Die Zellen proliferierten in abgeflachten Zellverbänden und bildeten bei Erreichen der 
Konfluenz geordnete Monolayer. Zur Konfluenz stellten sich die Zellgrenzen deutlich im 
Phasenkontrast dar, wobei ECC-1 Zellen amorpher erschienen als Ishikawa- und HEC-1-A-
Monolayer, und eine leichte Neigung zum Stratifizieren zeigten (Abbildung 32 b). 
Versuche an Monolayerkulturen wurden durch unterschiedliche Proliferationsraten und das 
unterschiedliche Wachstumsverhalten der endometrialen Epithelzelllinien erschwert. Vor allem die 
Neigung der RL95-2 Zelllinie zum Stratifizieren erschwerte vergleichende Versuche, die stets in 
parallelen Ansätzen durchgeführt wurden. Was die Untersuchung von Zell-Zell-Kontakten betraf, 
schränkte eine zu hohe Zelldichte die Darstellung von Immunfluoreszenzreaktionen massiv ein und 
führt zu Artefakten bei der mikroskopischen Dokumentation. Um die Zellen zum Versuchsende, d.h. 
zum Zeitpunkt der Fixierung, in ähnlicher Dichte und Anordnung zu erhalten, wurde stets die Anzahl 
der Zellen pro Versuch den Wachstumseigenschaften der jeweiligen Zelllinie angepasst. Diese 
konnten über fortschreitende Passagen, und je nach Zelllinie, Schwankungen unterliegen. Die 
eingesetzten Zellzahlen mussten daher jeweils angepasst werden. Die angegebenen Verdünnungsraten 
der Subkultivierungsroutine (siehe 2.3.4) verstehen sich daher auch als Ergebnisse der Etablierung der 
beschriebenen Zellkulturmodelle. Sie geben im Mittel das Verhältnis der eingesetzten Zellzahlen der 
in parallelen Ansätzen verwendeten Zelllinien wieder. 
Die Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten konnte anhand der eingesetzten Marker für tight junctions 
(ZO-1) und Desmosomen (Dsp) für jede der vier Zelllinien gezeigt werden (Abbildung 33). ECC-1, 
Ishikawa und HEC-1-A  boten dabei ein ähnliches Bild. Für Dsp zeigte sich eine punktierte 
Markierung entlang der Zellmembranen. Bei Projektionen von Stapelaufnahmen in Z-Richtung, 
konnte diese punktierte Markierung stellenweise auch entlang lateraler Membranen Richtung basal 
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beobachtet werden (Abbildung 33 g und i). Die durchgehende ZO-1-Markierung war relativ zur Dsp-
Markierung stets weiter apikal lokalisiert. Die Zelllinie RL95-2 zeigte, aufgrund der beschriebenen 
Morphologie der Monolayer, nur abschnittsweise eine positve Markierung für Dsp (Abbildung 33 a). 
ZO-1 konnte hier nur punktuell zwischen aneinandergrenzenden Zellen gefunden werden und war in 
Bereichen mit positiver Dsp-Markierung nicht durchgehend vorhanden (Abbildung 33 b und c).  
 
 
 
Abbildung 32  Morphologie der endometrialen Epithelzellen in der Monolayerkultur. 
Lebendaufnahmen an subkonfluenten Monolayern der untersuchten endometrialen Epithelzelllinie. RL95-2 Zellen sind 
deutlich kleiner als die Zellen der anderen endometrialen Epithelzelllinien und zeigten eine starke Neigung zum 
Stratifizieren (Pfeile in a). Auch ECC-1 Zellen zeigten eine leichte Neigung zum Stratifizieren (Pfeilspitze in b), bildeten 
aber dennoch geschlossene Monolayer aus. Ishikawa und HEC-1-A Zellen proliferierten in der Breite zu geordneten 
Monolayern. Ihre Zellgrenzen zeichneten sich im Phasenkontrast (Ph) deutlich ab. Maßstabsbalken: 100 µm. 
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Abbildung 33  Nachweis von junction-Markern an endometrialen Epithelzelllinien. 
Doppel-Immunfluoreszenzmarkierungen gegen Desmoplakin (Dsp) und ZO-1, kombiniert mit DAPI, an 
konfluenten Monolayern der vier untersuchten endometrialen Epithelzelllinien. Auch die, als schwach polar 
beschriebenen, wesentlich kleineren RL95-2 Zellen zeigten eine deutliche Markierung des desmosomalen 
Plaqueproteins (Dsp) entlang der Zellgrenzen (Pfeil in a). Während die anderen Zelllinien ein durchgehendes 
apikales ZO-1-Netzwerk aufwiesen (e, h, k), zeigte der tight junction-Marker bei RL95-2 Zellen nur gelegentlich 
eine positive Reaktion (Pfeilspitze in b). Die Muster von ECC-1 und Ishikawa ähnelten sich stark. Bei HEC-1-A 
Zellen war die Punktierung des Dsp-Signals entlang der Zellmembranen ausgeprägter (j). Konfokale 
Stapelaufnahmen (LSM), Z-Projektion von 18 (a-c) und jeweils 12 (d-l) aufeinanderfolgenden Ebenen. 
Maßstabsbalken: 20 µm.   
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5.3 Hormonresponsivität endometrialer Zelllinien 
Unter Substitution mit Steroidhormonen konnten während der Kultivierungszeit nur geringe Einflüsse 
auf die Proliferationseigenschaften der Zelllinien beobachtet werden. Um das Ansprechverhalten der 
verschiedenen endometrialen Epithelzelllinien auf die Hormonsubstitution zu prüfen, wurden jeweils 
Zellen der gleichen Passage parallel zu den 3D-Kulturen als Monolayerkultur auf Glas kultiviert. Die 
Regulation von Östrogen- und Progesteronrezeptoren wurde durch Immunfluoreszenz nachgewiesen. 
Die Immunfluoreszenznachweise von Östrogen- und Progesteronrezeptoren an durch E2 stimulierten 
RL95-2, ECC-1 und HEC-1-A Zellen zeigten keine oder nur geringe Veränderungen im Vergleich zur 
nicht stimulierten Kontrolle (nicht dargestellt). Am deutlichsten reguliert waren die Rezeptoren bei der 
Ishikawa-Zelllinie. Das Signal für den Progesteronrezeptor war unter Gabe von E2 deutlich erhöht. 
Auch bei kombinierter Gabe von E2/MPA war ein, wenn auch schwächerer, Effekt zu erkennen. Für 
die Expression der Östrogenrezeptoren zeigte sich bei Gabe von MPA ein verstärkeres 
Fluoreszenzsignal (Abbildung 34). 
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Abbildung 34  Nachweis von Hormonrezeptoren an Ishikawa Zellen. 
Immunfluoreszenzmarkierungen gegen Östrogen- (ER) und Progesteronrezeptoren (PR) an Ishikawa Zellen. Von den 
vier untersuchten endometrialen Epithelzelllinien war die Expression der Hormonrezeptoren bei Ishikawa Zellen am 
deutlichsten reguliert. Substitution mit Medroxyprogesteronacetat (MPA) ergab ein verstärktes ER-Fluoreszenzsignal (e) 
in den Zellkernen (vgl. d). Auch die Kombination von 17β-Estradiol (E2) mit MPA führte zu einer leichten Verstärkung 
des ER-Signals (g) im Vergleich zur Kontrolle (a: nur Gabe des Solvents EtOH). Das nukleäre PR-Signal war nach 
Stimulation mit E2 deutlich erhöht (m) und in geringerem Maße auch unter der Kombination von E2 und MPA (q). i) und 
s) zeigen die Kontrollen ohne ersten Antikörper unter MPA und unter E2. Epifluoreszenz-Aufnahmen. Maßstabsbalken: 
100 µm. 
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5.4 3D-Zellkulturen 
 
5.4.1 Zellen auf Matrigel 
Auf das Matrigel ausplattierte Epithelzellen bildeten über eine Kulturdauer von 7 bis 10 Tagen 
räumliche Stukturen aus. Anfänglich wurden MCF-7 Zellen, danach RL-95-2 Zellen auf Matrigel, das 
keine weiteren Zellen enthielt, ausplattiert. Unter anderem bildeten sich bereits hier abgerundete 
Sphäroide aus Zellen, die die oberflächlichen Bereiche der Gele invadiert hatten. In den wenigsten 
Fällen wurden flächige Zellschichten ähnlich einem Monolayer auf dem Matrigel gefunden (vgl. 
Abbildung 28 c, d). Vielmehr zeigten sich, neben den runden Sphäroiden im Gel, in der Mehrzahl 
ovale Strukturen an der Oberfläche, deren oberste Zelllage, anhand von ZO-1-Markierung, eine 
Polarisierung zum Medium hin aufwiesen. Durch das tropfenförmige Vorlegen des Matrigels, setzten 
sich ein Teil der Zellen auf dem freigebliebenen Glas neben dem Gel ab und bildete dort Monolayer 
aus. In seltenen Fällen konnte im Randbereich der Gele ein Kontinuum zwischen dem MCF-7- bzw. 
RL-95-2-Monolayer auf dem umgebenden Glas und entsprechenden Zellen auf dem Gel festgestellt 
werden. Für die angestrebte Konfrontation drüsenähnlicher endometrialer Epithelzellsphäroide mit 
Trophoblastzellen waren die Sphäroide an der Oberfläche des Matrigels zu unregelmäßig geformt. Da 
sich mit dieser Methode aber ein zusätzlicher Monolayer auf dem Glas um das Matrigel generieren 
ließ, stellte die Kombination aus Epithelzellen im Gel mit Epithelzellen auf dem Gel eine sinnvolle 
Erweiterung des 3D-Systems für Konfrontationsversuche mit der Trophoblastzelllinie AC-1M88 dar. 
 
5.4.2 Zellen in Matrigel 
Bei parallelen Versuchen mit den vier untersuchten endometrialen Epithelzelllinien in Matrigel, 
kamen deren unterschiedliche Wachstumsraten nicht so stark zum Tragen wie in den Monolayer-
Ansätzen, so dass alle Linien mit gleicher Zelldichte eingesetzt werden konnten.  
Nach 9 Tagen in Kultur zeigten sich deutliche Unterschiede in der Polarität der als unterschiedlich 
stark polarisiert beschriebenen Zelllinien. Alle bildeten runde bis ovale multizelluläre Sphäroide. Die 
Durchmesser der Sphäroide rangierten von ca. 30 bis 150 µm (Abbildungen 35; 36; 37 und 38). Zur 
Beurteilung der Polarität der endometrialen Epithelzelllinien wurden nur Sphäroide herangezogen, die, 
ähnlich dem einschichtigen Epithel der endometrialen Drüsen, nur eine Zellschicht zwischen dem 
Zentrum der Sphäroide und ihrer Außengrenze aufwiesen. Diese Sphäroide maßen ca. 50 µm im 
Durchmesser und erschienen zum umgebenden Matrigel hin scharf abgegrenzt. Ausgenommen waren 
Sphäroide, die an der Oberfläche des Matrigels gewachsen waren und häufig eine Polarisierung der 
Epithelzellen zur Oberfläche hin zeigten. Ebenso ausgenommen waren Zellen, die während des 
Aushärtens der Gele bis auf die Glasoberfläche der Kammerobjektträger abgesunken waren und unter 
dem Gel Monolayer bildeten, aus denen zum Teil Ausläufer ins Gel hinaufzogen.  
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Für die in Abbildungen 35; 36; 37 und 38 dargestellten Sphäroide wurden alle vier untersuchten 
endometrialen Zelllinien parallel zueinander in Matrigel kultiviert. Nach dem in Abbildung 5 
angegebenen Stimulationsprotokoll wurden die Kulturen mit den Steroidhormonen E2 und MPA 
substituiert. Unter diesen, bis dato unverändert durchgeführten Stimulationsparametern, konnte für 
keine der untersuchten endometrialen Epithelzelllinien in Matrigel eine Änderung in der lateralen 
Verteilung der untersuchten junction-Marker, in der Lumenbildung oder der Proliferationsrate der 
Zellen festgestellt werden. 
 
 
Abbildung 35  Nachweis von junction-Markern an RL95-2-Sphäroiden nach hormoneller Stimulation. 
Doppel-Immunfluoreszenzmarkierungen gegen Desmoplakin (Dsp) und ZO-1, kombiniert mit DAPI, an RL95-2-
Sphäroiden nach 9 Tagen in Matrigel. Unter den links angegebenen Stimulationsprotokollen (+EtOH, +E2, +MPA, 
+E2/MPA) konnten weder Unterschiede in der Morphologie und Größe der Sphäroide, noch in der Verteilung der 
untersuchten junction-Marker festgestellt werden. Ähnlich zu den RL95-2-Monolayern zeigte sich bei den RL95-2-
Sphäroiden eine deutliche Reaktion gegen Dsp. Positive aber schwache ZO-1 Signale erschienen zumeist an der 
Außenseite von Sphäroiden, die an der Oberfläche des Matrigels lagen. Dort waren Epithelzellen häufig zur 
Oberfläche des Gels hin polarisiert. Eine, auf Lumenbildung hindeutende, ZO-1-Markierung im Innern der RL95-2-
Sphäroide wurde nur selten beobachtet (Pfeilspitze in p) und war ebenfalls unabhängig vom Hormonstimulations-
Schema. Epifluoreszenz-Aufnahmen. Maßstabsbalken: 100 µm.   
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Abbildung 36  Nachweis von junction-Markern an ECC-1-Sphäroiden nach hormoneller Stimulation. 
Doppel-Immunfluoreszenzmarkierungen gegen Desmoplakin (Dsp) und ZO-1, kombiniert mit DAPI, an ECC-1-
Sphäroiden nach 9 Tagen in Matrigel. Unter den links angegebenen Stimulationsprotokollen (+EtOH, +E2, +MPA, 
+E2/MPA) konnten weder Unterschiede in der Morphologie und Größe der Sphäroide, noch in der Verteilung der 
untersuchten junction-Marker festgestellt werden. Im Gegensatz zu den schwach polaren RL95-2-Zellen, war hier 
eine deutliche ZO-1-Markierung zum Lumen hin festzustellen. Es zeigten sich in der Mehrzahl klar abgerundete 
Sphäroide mit kleinen, mittig gelegen, kreisrunden Lumina (Pfeile in d, h, l, p). Bei Sphäroiden Durchmessern bis 
etwa 50 µm war das Lumen von nur einer Lage hoch polarisierter Epithelzellen umgeben, ähnlich einem 
einschichtigen Epithel. Epifluoreszenz-Aufnahmen. Maßstabsbalken: 100 µm. 
 
  
Ergebnisse:  Zellkultur 
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Abbildung 37  Nachweis von junction-Markern an Ishikawa-Sphäroiden nach hormoneller Stimulation. 
Doppel-Immunfluoreszenzmarkierungen gegen Desmoplakin (Dsp) und ZO-1, kombiniert mit DAPI, an Ishikawa-
Sphäroiden nach 9 Tagen in Matrigel. Unter den links angegebenen Stimulationsprotokollen (+EtOH, +E2, +MPA, 
+E2/MPA) konnten weder Unterschiede in der Morphologie und Größe der Sphäroide, noch in der Verteilung der 
untersuchten junction-Marker festgestellt werden. Ishikawa-Sphäroide verhielten sich ansonsten identisch zu den 
ECC-1-Sphäroiden. Die Lumina von Sphäroiden bis etwa 50 µm waren ebenfalls mittig gelegen und klar umgrenzt 
(Pfeile in d, h, l, p). Dass stellenweise größere Sphäroide vorlagen, war keine Folge der Hormonstimulation und auch 
kein Unterscheidungsmerkmal zu den ECC-1-Sphäroiden. Vielmehr war dies einer stellenweise unzureichenden 
Vereinzelung der Zellen vor der Kultivierung im Gel geschuldet. Verbleibende Cluster oder nah aneinander liegende 
klonal wachsende Sphäroide konnten über die Kulturdauer zu großen Gebilden auswachsen. Epifluoreszenz-
Aufnahmen. Maßstabsbalken: 100 µm. 
 
  
Ergebnisse:  Zellkultur 
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Abbildung 38  Nachweis von junction-Markern an HEC-1-A-Sphäroiden nach hormoneller Stimulation. 
Doppel-Immunfluoreszenzmarkierungen gegen Desmoplakin (Dsp) und ZO-1, kombiniert mit DAPI, an HEC-1-A-
Sphäroiden nach 9 Tagen in Matrigel. Unter den links angegebenen Stimulationsprotokollen (+EtOH, +E2, +MPA, 
+E2/MPA) konnten weder Unterschiede in der Morphologie und Größe der Sphäroide, noch in der Verteilung der 
untersuchten junction-Marker festgestellt werden. HEC-1-A-Sphäroide zeigten ähnlich den ECC-1- und Ishikawa-
Sphäroiden deutlich polarisierte Epithelzellen. Die Lumenausbildung im Innern der Sphäroide bis 50 µm fiel jedoch 
unregelmäßiger aus. Typischerweise waren die Lumina größer als bei den Ishikawa Sphäroiden in Abbildung 37 
(Pfeile in d, h, l, p). Die prominentesten Signale zeigten wiederum große, an der Oberfläche des Matrigels befindliche 
Sphäroide. In q) ist ein Monolayer unter dem Gel zu erkennen. Es handelt sich dabei um Zellen, die aus dem Gel auf 
das darunterliegende Glas der Kammerobjekträger abgesunken sind. Die Gele wurden in parallelen Ansätzen in 8-
Kammerobjektträger ausplattiert. Begonnen wurde mit den Kontrollansätzen, danach wurden die Gele zur 
Hormonstimulation ausplattiert. Die Zellen der Kontrollansätze hatten demnach einige Minuten mehr Zeit, vor 
Aushärtung des Matrigels im Inkubator, im Gel abzusinken. Epifluoreszenz-Aufnahmen. Maßstabsbalken: 100 µm. 
  
Ergebnisse:  Zellkultur 
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Unabhängig von der hormonellen Stimulation unterschieden sich die Sphäroide der endometrialen 
Epithelzelllinien in ihrer Morphologie, in der lateralen Verteilung des untersuchten desmosomalen 
Markers (Dsp) und in der Lumenausbildung (Abbildungen 39 und 40), was für die 
Konfrontationsversuche mit der Trophoblastzelllinie AC-1M88 von Bedeutung war. Sphäroide der 
Zelllinie RL95-2 wiesen meist eine unregelmäßige Form auf. Die α6-Integrin-Markierung stellte die 
Außengrenzen der RL95-2 Sphäroide zwar scharf abgegrenzt, im Gegensatz zu den übrigen 
endometrialen Epithelzelllinien jedoch nicht immer abgerundet dar. Im Durchlicht erschienen die 
basalen Zellpole zum Gel hin vielfach unregelmäßig angeordnet (Abbildung 40 a). Die ZO-1-
Markierung war nur gelegentlich punktförmig im Zentrum der RL95-2 Sphäroide vorhanden, eine 
Lumenausbildung wurde nicht beobachtet. Ishikawa und ECC-1 Sphäroide waren hingegen deutlich 
abgerundet und zeigten hochpolarisierte Epithelzellen. Die Zellkerne lagen basal in der Peripherie der 
kreisrunden Sphäroide. Die lateralen Membranen zogen radial ins Innere der Sphäroide, wo sich 
jeweils ein kleines Lumen bildete. Bei Projektion von konfokalen Stapelaufnahmen der Ishikawa-
Sphäroide erschien die ZO-1-Markierung um die Lumina herum engwabig (Abbildung 39 h). Dies 
machte deutlich, dass alle Zellen mit ihrem apikalen Pol bis an das Lumen heranreichten. Sphäroide 
der Zelllinie HEC-1-A waren ähnlich stark polarisiert wie Ishikawa und ECC-1 Sphäroide. Einzig die 
Lumina im Innern der Sphäroide waren unregelmäßiger und weiter, wodurch die einzelnen 
Epithelzellen weniger hoch erschienen. 
Das Verteilungsmuster der punktförmigen Dsp-Markierung verdeutlichte zudem eine abgestufte 
Polarität zwischen den unterschiedlichen endometrialen Epithelzelllinien im Matrigel. Während der 
desmomale Marker in RL95-2 Sphäroiden gleichmäßig entlang der lateralen Membranen der 
Epithelzellen verteilt war, wurde bei Ishikawa und ECC-1 Sphäroiden eine Konzentrierung zum 
Lumen hin festgestellt (Abbildung 39 c, g, k). Entlang der restlichen lateralen Membranen war bei 
Ishikawa Zellen die punktförmige Dsp-Markierung in geringer Dichte, aber gleichmäßig verteilt. Bei 
HEC-1-A Sphäroiden war die Konzentrierung punktförmiger Dsp-Markierungen im subapikalen 
Bereich der lateralen Membranen noch ausgeprägter. Im Unterschied zu Ishikawa und ECC-1 nahm 
zudem die Dichte der Desmosomen zum basalen Ende der lateralen Epithelzellenmembranen ab. 
  
Ergebnisse:  Zellkultur 
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Abbildung 39  Die laterale Verteilung von Desmoplakin in Sphäroiden entspricht der postulierten Polarität 
der Zelllinien. 
Doppel-Immunfluoreszenzmarkierungen gegen Desmoplakin (Dsp) und ZO-1, kombiniert mit DAPI, an 
repräsentativen Sphäroiden der als schwach polar (RL95-2), moderat polar (Ishikawa) und stark polar (HEC-1-A) 
postulierten endometrialen Epithelzelllinien nach 9 Tagen in Matrigel. Durchlichtaufnahmen der Sphäroide in a, e 
und i. Auswahlkriterien waren jeweils: ein Durchmesser von ca. 50 µm, Einschichtigkeit der Epithelzellen, sowie 
basal angeordnete Zellkerne (b, f, j). RL95-2-Zellen zeigten eine gleichmäßige Verteilung des desmosomalen 
Markers Dsp entlang ihrer lateralen Membranen (Pfeil in c). Die ZO-1-Markierung fiel negativ aus (d). Bei den, als 
moderat polar beschriebenen, Ishikawa Zellen lagen die Desmosomen im subapikalen Bereich der lateralen 
Membranen konzentriert vor. Die restlichen lateralen Membranabschnitte zeigten weniger desmosomale 
Punktmarkierungen; diese waren aber gleichmäßig bis zum basalen Ende der Zellen verteilt (Pfeil in g). Durch die 
deutliche ZO-1-Markierung um das Lumen zeichnen sich die apikalen Membranen einzelner Ishikawa Zellen 
wabenförming ab (h). Bei HEC-1-A Zellen war die Polarität der Epithelzellen im Matrigel noch stärker ausgeprägt. 
Dsp war ebenfalls nahe des - hier relativ großen - Lumens konzentriert. Die desmosomale Markierung nahm 
allerdings im Verlauf der lateralen Membranen Richtung basal ab (Pfeil in k). Konfokale Stapelaufnahmen (LSM), Z-
Projektion von jeweils 9 (a-h) und 7 (i-l) aufeinanderfolgenden Ebenen. Maßstabsbalken: 10 µm.   
Ergebnisse:  Zellkultur 
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Abbildung 40  Doppelmarkierung der apikalen und basalen Membrandömane polarisierter Sphäroide. 
Doppel-Immunfluoreszenzmarkierungen gegen Desmoplakin (Dsp) und α-6-Integrin, kombiniert mit DAPI, an 
repräsentativen Sphäroiden der als schwach polar (RL95-2), moderat polar (Ishikawa) und stark polar (HEC-1-A) 
postulierten endometrialen Epithelzelllinien nach 9 Tagen in Matrigel. Durchlichtaufnahmen der Sphäroide in a, e 
und i. Auswahlkriterien waren jeweils: ein Durchmesser von ca. 50 µm, Einschichtigkeit der Epithelzellen, sowie 
basal angeordnete Zellkerne (b, f, j). Der basale Marker α-6-Integrin markiert die unregelmäßig erscheinende 
Anordnung der RL-95-2-Zellen (c). ZO-1 ist negativ bis auf einzelne punktförmige Markierungen im Zentrum (d). 
Ishikawa Zellen zeigten ein schwächeres und diffuses basales α-6-Integrin-Signal (g). ZO-1 ist deutlich positiv (h) 
ebenso wie bei HEC-1-A Zellen (l). Deutliche Abgrenzung der HEC-1-A-Sphäroide zum umgebenden Matrigel 
durch die α-6-Integrin-Markierung. Konfokale Stapelaufnahmen (LSM), Z-Projektion von jeweils 5 
aufeinanderfolgenden Ebenen. Maßstabsbalken: 10 µm. 
  
Ergebnisse:  Zellkultur 
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5.4.3 Trophoblastzelllinie 
Grundlage für die Konfrontation von endometrialen Epithelzelllinien in und auf Matrigel mit der als 
Modell für den extravillösen Trophoblasten (EVT) eingesetzten Zelllinie AC-1M88 waren 
vorausgegangene Untersuchungen an Monolayern. Durchgeführt wurden diese in Zusammenarbeit mit 
Fabia Flensberg, sowie mit Oliver Krings, die beide im Zuge ihrer Doktorarbeiten heterologe 
Interaktionen verschiedener Zelllinien untersuchen (Daten noch nicht publiziert). Bei Kokultivierung 
von AC-1M88 Zellen mit unterschiedlich polarisierten endometrialen Epithelzelllinien (RL95-2, ECC-
1 und HEC-1-A) in Mischkulturen, zeigten die Trophoblastzellen eine Tendenz zu stärkerer 
Interaktion mit der am schwächsten polarisierten Linie RL95-2.  
In den 3D-Kulturen zeigten die Trophoblastzellen auf Glas neben dem Matrigel die gleichen 
Charakteristiken wie in den vorausgegangenen Monolayerversuchen (Abbildung 41). Die spezifische 
Markierung der Zelllinie AC-1M88 durch den HLA-G-Antikörper fiel unterschiedlich stark aus. 
Ähnlich zur in vivo Situation, in der aus dem villösen Verband austretende EVTs deutlich mehr 
HLA-G exprimieren, kam es im Randbereich der Monolayer und bei offensichtlich motileren 
Einzelzellen zu einem viel stärkeren Signal (Abbildung 41 g). 
  
Ergebnisse:  Zellkultur 
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Abbildung 41  Charakterisierung der Trophoblastzelllinie AC-1M88 für die Konfrontationsversuche. 
Immunfluoreszenzmarkierungen gegen Desmoplakin (Dsp) und ZO-1, jeweils als Doppelmarkierung kombiniert 
mit dem EVT-Marker HLA-G und DAPI an AC-1M88-Monolayern auf Glas neben Matrigel. Charakteristisch für 
AC-1M88 Zellen war das unregelmäßige Expressionsmuster des als Marker verwendeten Antigens HLA-G. Vor 
allem Trophoblastzellen im Randbereich von Monolayern und einzeln liegende Zellen waren deutlich HLA-G-
positiv (g). Auch im konfluenten Monolayer wird HLA-G differentiell exprimiert. Neben fast negativen Bereichen 
(Stern in d), zeigen zum Stratifizieren neigende Zellen ein stärkeres Signal (Pfeil). In Kombination mit dem 
monoklonalen HLA-G Antikörper wurde ein polyklonaler Dsp-Antikörper (s. Tabelle 1) verwendet. Dieser zeigte, 
neben einer spezifischen punktförmigen Markierung entlang der Zellmembranen, einen filamentösen Hintergrund 
im Bereich des Zytoplasmas. Auch dieser filamentöse Hintergrund nahm im Randbereich der Monolayer und vor 
allem bei motilen Einzelzellen deutlich zu (h). Konfokale Stapelaufnahmen (LSM), Z-Projektion von jeweils 12 (a-
f) und 10 (g-i) aufeinanderfolgenden Ebenen. Maßstabsbalken: 20 µm. 
  
Ergebnisse:  Zellkultur 
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5.4.4 Konfrontationsmodelle 
Der Nachweis des desmosomalen Plaqueproteins Desmoplakin an Konfrontationsstellen im 
Monolayerbereich lieferte weitere Hinweise auf die Ausbildung heterologer Zell-Zell-Kontakte 
zwischen den Trophoblastzellen und den jeweiligen endometrialen Zelllinien RL95-2, Ishikawa, sowie 
HEC-1-A (Abbildung 42). Die, im Vergleich zu den Nuclei der endometrialen Epithelzelllinien, 
wesentlich größeren Zellkerne der AC-1M88 Zellen, konnten bei Konfrontationsstellen als 
zusätzliches Kriterium zur Identifikation der unterschiedlichen Zelltypen herangezogen werden. Im 
Gegensatz zum Monolayerverband (Abbildung 42) zeigten die AC-1M88 Zellen eine sehr variable 
Morphologie (Abbildung 43). Eine Beeinflussung des Interaktionsverhaltens der Trophoblastzellline 
durch die jeweils kokultivierte endometriale Epithelzelllinie im Monolayer kann noch nicht 
abschließend beurteilt werden. Dies wird von Fabia Flensberg und Oliver Krings weiter untersucht.  
Die an Tag 4 der 3D-Kulturen hinzugegebenen Trophoblastzellen wurden nach Fixieren der Kulturen 
an Tag 9 auch im Matrigel nachgewiesen. In den meisten Fällen lagerten sich die AC-1M88 Zellen 
den endometrialen Sphäroiden von außen an. Teilweise wurden diese von einer Gruppe von 
Trophoblastzellen regelrecht eingeschlossen. Es wurde auch invasives Verhalten von AC-1M88 Zellen 
in endometriale Sphäroide beobachtet (Abbildungen 44; 45; 46; 47 und 48), wobei entweder das 
Lumen der Sphäroide eröffnet wurde (Abbildung 47) oder kompakte Zellhaufen von 
Trophoblastzellen invadiert wurden (Abbildung 46). Auffallend war hierbei, dass die invadierenden 
Trophoblastzellen häufig in maximaler Distanz zu den am stärksten polarisierten Bereichen der 
endometrialen Epithelzellsphäroide zu finden waren (Abbildungen 46; 47 und 48). Ob dies einer 
Auflösung der endometrialen Epithelzellpolarität im invadierten Areal entspricht oder ob die 
Trophoblastzellen selektiv den am geringsten polarisierten Bereich der Sphäroide invadieren, ließ sich 
an den fixierten Kulturen bisher nicht feststellen. 
 
  
Ergebnisse:  Zellkultur 
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Abbildung 42  Ausbildung desmosomaler Kontakte zwischen AC-1M88 und den endometrialen Epithelzelllinien. 
Doppel-Immunfluoreszenzmarkierungen gegen HLA-G und Desmoplakin (Dsp) kombiniert mit DAPI. Die 
Differenzierung der unterschiedlichen Zelltypen erfolgte anhand der HLA-G-Markierung der AC-1M88 Zellen. Zudem 
waren die Zellen und Zellkerne der Trophoblastzellen deutlich größer als die der endometrialen Epithelzelllinien (a, d, g). 
Dargestellt sind Monolayer endometrialer Epithelzellen auf Glas neben dem Matrigel einer 3D-Kultur 5 Tage nach 
Zugabe der Trophoblastzellen. Dort, wo Monolayer aneinander grenzten, kam es bei jeder der drei untersuchten 
endometrialen Epithelzelllinien zur Ausbildung heterologer Zell-Zell-Kontakte mit den AC-1M88 Zellen (Pfeile in c, f, 
i). Konfokale Stapelaufnahmen (LSM), Z-Projektion von 16 (a-c), 14 (d-f) und 6 (g-i) aufeinanderfolgenden Ebenen. 
Maßstabsbalken: 20 µm. 
 
  
Ergebnisse:  Zellkultur 
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Abbildung 43  Morphologie der AC-1M88 Zellen in Konfrontationskulturen mit endometrialen 
Epithelzellen. 
Doppel-Immunfluoreszenzmarkierungen gegen HLA-G und Desmoplakin (Dsp) kombiniert mit DAPI. 
Typischerweise auftretende Konstellationen zwischen AC-1M88 Zellen und endometrialen Epithelzelllinien im 
Bereich neben dem Matrigel einer 3D-Kultur auf Glas. Exemplarisch dargestellt sind ECC-1 Zellen, 5 Tage nach 
Konfrontation mit AC-1M88 Zellen. Einzelne Trophoblastzellen waren am Rand oder auf Monolayern (Pfeilspitze 
in b) der endometrialen Epithelzellen zu finden (a-d). In anderen Bereichen lagerten sich Monolayer der 
unterschiedlichen Zelltypen aneinander an (e-h). i-l: Gelegentlich bildeten einzelne Trophoblastzellen lange 
Fortsätze aus, deren Spitzen sich, einem Wachstumskegel gleich, auf dem Substrat und auch auf den endometrialen 
Monolayern ausbreiteten (weiß umrandet in l). Konfokale Stapelaufnahmen (LSM), Z-Projektion von jeweils 20 
aufeinanderfolgenden Ebenen. Maßstabsbalken: 30 µm.   
Ergebnisse:  Zellkultur 
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Abbildung 44  Konfrontation von RL-95-2-Sphäroiden mit AC-1M88 Trophoblastzellen. 
Doppel-Immunfluoreszenzmarkierungen gegen HLA-G und Desmoplakin (Dsp) kombiniert mit DAPI. a-c: Z-
Projektionen von 45 aufeinanderfolgenden Ebenen eines konfokalen Z-Stapels. d: Durchlichtbild mit Differenz-
Interferenz-Kontrast (DIC). In e, f, g und h sind die Ebenen 5, 12, 21 und 30 des Z-Stapels dargestellt. An Tag 9 der 
3D-Kultur, 5 Tage nach Zugabe der AC-1M88 Zellen, waren diese im Matrigel in Interaktion mit RL-95-2-
Sphäroiden nachweisbar. Während das HLA-G-Signal sehr diffus war (b), konnten die Trophoblastzellen zusätzlich 
anhand der größeren Zellkerne identifiziert werden (a). Zudem zeigten sich im DAPI-Kanal einzelne Mitosen bei den 
RL-95-2-Zellen (Sterne in f und g). Bei den AC-1M88 Zellen schien, wie im Monolayer, auch in der 3D-Kultur eine 
vermehrte Motilität mit einem stärkeren filamentösen Dsp-Hintergrundsignal einherzugehen (c). Dies half bei der 
Identifizierung der von den Trophoblastzellen gebildeten Fortsätze. Nahe der Oberfläche umschlossen die 
Trophoblastzellen das RL-95-2-Sphäroid teilweise (e). Zwischen den Zellkernen der RL-95-2-Zellen wurden  
einzelne Ausläufer sichtbar (Pfeilspitzen in e). Auch in der Tiefe des Sphäroids konnten große Zellen mit positivem 
HLA-G-Signal im Zytoplasma identifiziert werden (Pfeil in h). Konfokale Stapelaufnahmen (LSM). Maßstabsbalken: 
20 µm.   
Ergebnisse:  Zellkultur 
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Abbildung 45  Konfrontation von Ishikawa-Sphäroiden mit AC-1M88 Trophoblastzellen. 
Doppel-Immunfluoreszenzmarkierungen gegen HLA-G und Desmoplakin (Dsp) kombiniert mit DAPI. a-c: Z-
Projektionen von 50 aufeinanderfolgenden Ebenen eines konfokalen Z-Stapels. d: Durchlichtbild mit Differenz-
Interferenz-Kontrast (DIC). In e, f, g und h sind die Ebenen 9, 25, 35 und 45 des Z-Stapels dargestellt. Tag 9 der 3D-
Kultur, 5 Tage nach Zugabe der AC-1M88 Zellen. Das dargestellte Ishikawa-Sphäroid zieht aus einem unter dem 
Matrigel gewachsenem Monolayer (roter Pfeil in a) nach oben. Seitlich sind zwei prominent markierte 
Trophoblastzellen zu erkennen (b, c). Aber auch in der Tiefe des großen Sphäroids ließen sich einzelne HLA-G-
positive Zellen detektieren (Pfeil in h), die Ausläufer zwischen den Ishikawa Zellen ausbildeten (Pfeilspitze in h). Im 
Innern des großen Sphäroids haben sich zwei Lumina gebildet, die von polaren Zellen mit basal liegenden Zellkernen 
umschlossen sind (Sterne in g). Die Trophoblastzellen setzen an einer den Lumina gegenüberliegenden Stelle an. 
Konfokale Stapelaufnahmen (LSM). Maßstabsbalken: 20 µm.   
Ergebnisse:  Zellkultur 
 
 
Seite | 90 
 
 
 
Abbildung 46  3D-Konfrontation mit Trophoblastzellen – Aspekt der Polarität endometrialer Epithelzellen. 
Doppel-Immunfluoreszenzmarkierungen gegen HLA-G und ZO-1 kombiniert mit DAPI. a-c: Z-Projektionen von 45 
aufeinanderfolgenden Ebenen eines konfokalen Z-Stapels. d: Durchlichtbild mit Differenz-Interferenz-Kontrast 
(DIC). In e, f, g und h sind die Ebenen 12, 22, 30 und 35 des Z-Stapels dargestellt. Tag 9 der 3D-Kultur mit Ishikawa 
Zellen, 5 Tage nach Zugabe der AC-1M88 Zellen. Das Sphäroid lag dicht an der Geloberfläche. Ein Teil der 
Ishikawa Zellen war zur Oberfläche hin polarisiert, sichtbar an der flächigen ZO-1-Markierung (roter Pfeil in c). Auf 
der gegenüberliegenden Seite des Sphäroids haben sich von polaren Zellen umgebene Lumina ausgebildet (Sterne in 
g und h). Die Trophoblastzellen befanden sich weder an der nach außen polarisierten Stelle, noch an der Seite mit den 
nach innen polarisierten Ishikawazellen. Ihre Ausläufer zogen zum Teil um die Außenseite des Sphäroids, teils genau 
zwischen die Bereiche mit den polaren Zellen (Pfeilspitze in e). Auffallend war außerdem eine Gruppe HLA-G-
positiver Zellen, die mehrere amorphe Zellkerne umgaben (Pfeil in g). Konfokale Stapelaufnahmen (LSM). 
Maßstabsbalken: 20 µm.   
Ergebnisse:  Zellkultur 
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Abbildung 47  Trophoblastzellen in moderat polaren Epithelzellsphäroiden. 
Doppel-Immunfluoreszenzmarkierungen gegen HLA-G und Desmoplakin (Dsp) kombiniert mit DAPI. a-c: Z-
Projektionen der Ebenen 1-45 eines aus 70 Ebenen bestehenden konfokalen Z-Stapels (das zweite Sphäroid, links 
unten, wurde nicht komplett projiziert). In e, f, g und h sind die Ebenen 15, 24, 35 und 54 des Z-Stapels dargestellt. 
Tag 9 der 3D-Kultur, 5 Tage nach Zugabe der AC-1M88 Zellen. Die HLA-G-positiven Zellen mit großem Zellkern 
(rote Pfeile in a) invadierten das große Ishikawa-Sphäroid mit deutlich erkennbaren Dsp-positiven Ausläufern 
(Pfeilspitzen in e, f, g). An dieser Stelle waren keine Zellkerne der endometrialen Epithelzellen zu erkennen (d). Auch 
im Innern des Sphäroids lagen Zellen mit großen, von punktförmiger desmosomaler Markierung umgebenen 
Zellkernen (Pfeil in g), die allerdings keine positive HLA-G-Markierung aufwiesen. Eine Lumenbildung der 
Ishikawazellen zeigte sich neben dem invadierten Bereich und im kleinen Sphäroid, das tiefer lag und nicht invadiert 
wurde (Sterne in h). Konfokale Stapelaufnahmen (LSM). Maßstabsbalken: 20 µm.   
Ergebnisse:  Zellkultur 
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Abbildung 48  Nachweis von Trophoblastzellen in stark polarisierten HEC-1-A-Sphäroiden. 
Doppel-Immunfluoreszenzmarkierungen gegen HLA-G und Desmoplakin (Dsp) kombiniert mit DAPI. a-c: Z-
Projektionen der Ebenen 30-70 eines aus 80 Ebenen bestehenden konfokalen Z-Stapels (die übrigen Ebenen wurde 
nicht projiziert, da diese das Lumen überdeckt hätten). d: Durchlichtbild mit Differenz-Interferenz-Kontrast (DIC). In 
e, f, g und h sind die Ebenen 30, 40, 55 und 65 des Z-Stapels dargestellt. Tag 9 der 3D-Kultur, 5 Tage nach Zugabe 
der AC-1M88 Zellen. Wie bereits bei der Konfrontation von Ishikawa-Sphäroiden dargestellt, befanden sich, neben 
HLA-G-positiven Zellen an der Außenseite (Pfeil in g), auch HLA-G-negative Zellen im Innern, die aufgrund der 
Größe ihrer Zellkerne und des starken Dsp-Signals zu den Trophoblastzellen gezählt werden müssen. Und wiederum 
zeigten sich deutlich polare endometriale Epithelzellen (Pfeilspitzen in f) auf der Seite des Lumens (Stern), die der 
invadierten Stelle gegenüberlag. Konfokale Stapelaufnahmen (LSM). Maßstabsbalken: 20 µm.   
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6 Diskussion 
 
6.1 Humanes Endometrium 
 
Umverteilung von adhering junctions in Vorbereitung auf die Trophoblasteninvasion 
Die Lokalisation von Zell-Zell-Kontakten wurde in dieser Arbeit erstmals an einer großen Zahl 
humaner endometrialer Proben über den gesamten Zyklus hinweg untersucht. Sowohl Zonulae 
adherentes, als auch desmosomale Kontakte wurden während der mitt- bis spätlutealen Phase entlang 
der gesamten lateralen Membran umverteilt. Die Lokalisation der untersuchten tight junctions-
Komponenten blieb währenddessen unverändert (siehe auch: Buck et al., 2012). Die Umorganisation 
der adhering junctions beschränkte sich auf das Stratum functionale, den Teil des Endometriums, der 
die Implantation des Embryos ermöglicht. Die genaue zeitliche Übereinstimmung zwischen dem 
„Implantationsfenster“ - der etwa 4 Tage dauernden rezeptiven Phase des Endometriums (Bergh und 
Navot, 1992) - und der beobachteten Umverteilung von Zell-Zell-Kontakten im Endometrium legt 
nahe, dass es sich hierbei um einen Vorgang zur Vorbereitung der Invasion durch Trophoblastenzellen 
handelt. Die Lokalisation von Plakoglobin, ein Bestandteil sowohl der adherens junctions als auch der 
Desmosomen, änderte sich in dieser Untersuchung ebenfalls über den Zyklus hinweg. Dies stützt die 
Annahme, dass beide junction-Typen in ähnlicher Weise umverteilt werden.  
Während der proliferativen Phase des Zyklus ist die Barrierefunktion des Epithels besonders wichtig. 
Wie für die meisten einfachen Epithelien typisch, wird diese durch den kompakten, dreiteiligen Zell-
Zell-Adhäsionskomplex unterstützt (Farquhar und Palade, 1963). Zu diesem Zeitpunkt wird das 
Endometrium als abweisend gegenüber dem implantierenden Embryo beschrieben (Kabir-Salmani et 
al., 2008). Die Auflösung des kompakten Junction-Komplexes hat eine Schwächung der Zell-Zell-
Adhäsion zur Folge. Gleichzeitig kann von einer Umgestaltung des Zytoskeletts ausgegangen werden, 
was die Aufnahme des Trophoblasten weiter unterstützt. In diesem Zusammenhang ist von einer 
Umverteilung des aktinbindenden Proteins Cofilin berichtet worden, das an der Regulation von Aktin 
im zyklischen Endometrium beteiligt ist (Morris et al., 2011). Während Cofilin in der proliferativen 
Phase an der apikalen Membran luminaler Epithelzellen lokalisiert war, war es in der sekretorischen 
Phase basolateral lokalisiert.  
In Konfrontationsexperimenten an Explantatmaterial aus dem 1. Trimester wurden Trophoblastzellen 
zwischen den Epithelzellen endometrialer Drüsen gefunden. Die Trophoblastzellen invadierten das 
Epithel sowohl von luminal bzw. apikal, als auch von der basalen Seite, so dass von einer alternativen 
Invasionsrichtung durch den sogenannten „glandulären Trophoblasten“ ausgegangen werden kann 
(Moser et al., 2010). Die im Zuge dieser Arbeit beobachtete Umverteilung von Zell-Zell-
Adhäsionsproteinen stützt die These einer Invasion des Trophoblasten aus beiden Richtungen. 
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In der Literatur finden sich vermehrt Belege für die Plastizität der lateralen Zell-Zell-Adhäsion von 
Epithelzellen. Kametani and Takeichi (2007) beschreiben beispielsweise einen lateralen „cadherin-
flow“, der funktionell Bedeutung für die Gleitbewegung zweier miteinander in Kontakt stehender 
Zellmembranen haben könnte. Eine weitere Studie hebt die Bedeutung des Aktin-Zytoskeletts für die 
Dynamik desmosomaler Kontakte bei der Migration von Epithelzellen in Kultur hervor (Roberts et al., 
2011). 
 
Zyklische Änderungen in der Lokalisation von Zell-Zell-junctions 
Sarani et al. (1999) zeigten in einer morphometrischen Studie mittels Elektronenmikroskopie, dass 
zum Implantationszeitpunkt (Tag 6 nach LH Anstieg) das Verhältnis von Desmosomen zur Oberfläche 
luminaler Epithelzellen signifikant vermindert war. Zum Zeitpunkt der Menstruation wurde von einer 
disorganisierten Verteilung verschiedener Zell-Zell-Adhäsionsproteine berichtet (Tabibzadeh et al., 
1995). In einer Vergleichsstudie zwischen Endometriumkarzinom und normalem Endometrium wurde 
die Expression von Dsp und Dsg2 untersucht (Nei et al., 1996). Mittels semiquantitativer Messung der 
Fluoreszenzintensität konfokaler Aufnahmen wurde gezeigt, dass mit steigendem Tumorgrad und 
zunehmender Dedifferenzierung die Expression der desmosomalen Proteine abnahm. Am normalen 
Endometrium wurde jedoch keine Veränderung der Fluoreszenzintensität über den Zyklus hinweg 
beobachtet. Demgegenüber wurde auf Ebene der mRNA aber eine Hochregulation desmosomaler 
Proteine während der sekretorischen Phase des Zyklus festgestellt (Fujimoto et al., 1996). Diese Daten 
könnten jedoch wie in meinen Versuchen lediglich die relative Zunahme des Epithelgewebes in der 
sekretorischen Phase widerspiegeln. Quantitative RT-PCR an - durch Mikrodissektion gewonnenen - 
Drüsenepithelzellen des humanen Endometriums zeigte jedenfalls keine zyklischen Änderungen von 
E-Cadherin und β-Catenin auf Ebene der mRNA (Matsuzaki et al., 2010). 
Die Hypothese, dass Änderungen des endometrialen Zell-Zell-Adhäsionskomplexes die Implantation 
beim Menschen einleiten, wurde erstmals von Murphy et al. (1982) aufgestellt aufgrund der 
zyklischen Veränderungen der tight junctions (Murphy et al., 1982; Murphy et al., 1992). 
Ultrastruktur-Untersuchungen an Gefrierbruchmaterial zeigten hier eine veränderte Komplexität der 
tight junctions beim Vergleich von Proben der spätproliferativen bis frühlutealen Phase (Tag 14-16) 
mit Proben der mitt- bis spätlutealen Phase (Tag 24-25). Die tight junctions der proliferativen / 
frühlutealen Phase erstreckten sich weiter entlang der lateralen Membran luminaler Epithelzellen 
Richtung basal (0,43 µm), als die tight junctions der spätlutealen Phase des Zyklus (0,21 µm), und 
machten somit das Epithel „dichter“. In der hier präsentierten Studie konnten ähnliche Phänomene 
nicht untersucht werden, da die beschriebenen Unterschiede in ihrer Ausdehnung entlang der lateralen 
Membranen die lichtmikroskopische Auflösungsgrenze (ca. 0,2 µm) unterschreiten.   
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Speziesspezifischer Vergleich zyklusabhängiger Zell-Zell-Adhäsion  
Bisherige Untersuchungen der frühen Implantation bei verschiedenen Spezies zeigten Änderungen 
desmosomaler Zell-Zell-Adhäsion endometrialer Epithelzellen, die in Zusammenhang mit der 
Vorbereitung der Trophoblasteninvasion gebracht worden sind. Beim Kaninchen wiesen uterine 
Epithelzellen während der Präimplantationsphase eine stark subapikal konzentrierte Markierung gegen 
Dsp auf. Während der Implantationsphase fand man das desmosomale Plaque-Protein gleichmäßig 
entlang der gesamten lateralen Membran verteilt (Classen-Linke und Denker, 1990). Illingworth et al. 
(2000) stellten während der Präimplantationsphase schwangerer Mäuse eine Reduktion der 
Desmosomen luminaler, uteriner Epithelzellen fest. Von Tag 1 bis Tag 5 der Schwangerschaft 
verringerte sich Dsp, sowohl auf mRNA-, als auch auf Proteinebene, einhergehend mit einer Abnahme 
von Desmosomen auf ultrastruktureller Ebene. Auch bei der Ratte ist, anhand von Immunhistochemie 
gegen Dsg2 und von Ultrastrukturanalysen, eine Abnahme von Desmosomen uteriner Epithelzellen 
während der frühen Schwangerschaft beobachtet worden, (Preston et al., 2004, 2006). Zudem stellten 
Preston et al. (2004) eine unterschiedliche Verteilung von Desmogleinen in einzelnen Stadien der 
frühen Schwangerschaft fest. An Tag 1, bei hohem Östrogenspiegel, erstreckte sich die Markierung 
entlang der gesamten lateralen Plasmamembran. An den Tagen 6 und 7 jedoch, beschränkte sich die 
Immunfluoreszenz von Dsg 1 und 2 fast ausschließlich auf den apikalen Teil lateraler Membranen. 
Dies trat in gleicher Weise bei ovariektomierten Tieren nach Gabe von Progesteron auf. Diese 
Umverteilung, von basolateral verteilt zu subapikal konzentriert, verläuft entgegen der beim 
Kaninchen (Classen-Linke und Denker, 1990; Denker, 1993) und in dieser Arbeit erhobenen Befunde. 
Ursache für diese Abweichung können speziesabhängige Unterschiede bei der Interaktion zwischen 
dem Trophoblasten und dem endometrialen Epithel sein (Schlafke und Enders, 1975). Bei Mäusen und 
Ratten wurde der sogenannte „displacement type“-Implantationsmodus beschrieben, bei dem sich 
ganze Gruppen endometrialer Epithelzellen von ihrer Basalmembran ablösen. Beim Kaninchen 
hingegen wurde der sogenannte „fusion type“-Implantationsmodus festgestellt, bei dem 
Synzytiotrophoblast und uterine Epithelzellen zu einem gemeinsamen Synzytium fusionieren. Dies 
könnte auch die Ergebnisse von Winterhager und Kühnel (1982) erklären, die 
Gefrierbruchelektronenmikroskopie an pseudoschwangeren Kaninchenuteri durchgeführt haben. Im 
Gegensatz zu den zuvor diskutierten Ergebnissen am menschlichen Endometrium (Murphy et al., 
1982; Murphy et al., 1992), zeigten sie in der Präimplantationsphase eine Ausdehnung der tight 
junctions entlang der lateralen Membranen in Richtung basal. Für die Implantation beim Menschen 
wird vom sogenannte „intrusion type“-Implantationsmodus ausgegangen. Hierbei invadieren die 
Trophoblastzellen die epitheliale Barriere des Endometriums, indem sie zum einen deren laterale Zell-
Zell-Kontakte aufbrechen, aber auch neue Kontakte mit diesen bilden. In vitro-Daten stützen die 
Annahme, dass beim Menschen solche heterologen junctions zwischen Trophoblast und endometrialen 
Epithelzellen ausgebildet werden. Unter Verwendung von Transmissionselektronenmikroskopie 
untersuchten Bentin-Ley et al. (2000) die Ultrastruktur der Kontaktbereiche zwischen - aus IVF (in-
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vitro-Fertilisation) gewonnenen - menschlichen Blastozysten und primären menschlichen 
endometrialen Epithelzellen. 24 – 48 h nach Konfrontation in Kokulturen, kam es zur Ausbildung 
gemeinsamer apikaler Zell-Zell-Kontaktzonen, lateraler Interdigitationen der beiden 
Plasmamembranen und gemeinsamer Desmosomen.  
 
Hormonelle Kontrolle bei der Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten 
Änderungen der Serumkonzentrationen der ovariellen Steroidhormone Östrogen und Progesteron, die 
sich während des Zyklus und zu Beginn der Schwangerschaft vollziehen, bedingen sehr 
wahrscheinlich auch die hier beobachtete Umverteilung lateraler Zell-Zell-Adhäsionskomplexe. An 
Zellkulturen wurde gezeigt, dass 17β-Estradiol, durch Umstrukturierung des Aktinzytoskeletts und 
Ausbildung fokaler Adhäsionskomplexe, die Motilität normaler als auch neoplastisch veränderter 
endometrialer Zellen erhöht (Flamini et al., 2011). Ein direkter Effekt ovarieller Hormone auf 
desmosomale Proteine wurde an Ratten untersucht (Preston et al., 2004). Durch Behandlung 
ovariektomierter Ratten mit Progesteron oder einer Kombination von Progesteron und Estradiol,  glich 
das laterale Verteilungsmuster von Dsg 1 und 2 dem Verteilungsmuster während der frühen 
Schwangerschaft unter physiologischen Progesteronkonzentrationen. Beim Rind führte die Gabe von 
Progesteron zu einer Abnahme von Proteinen, die mit tight junctions und adherens junctions assoziiert 
sind, und damit zu ähnlichen Effekten, wie sie in der Frühschwangerschaft auftreten (Satterfield et al., 
2007). Desweiteren wird eine Regulation des endometrialen WNT-Systems durch Progesteron 
beschrieben, und gefolgert, dass die Änderung von tight junctions und adherens junctions über 
spezifische WNT Signalwege erfolgt (Satterfield et al., 2008). 
Fujimoto et al. (1998) lieferten einen Hinweis auf eine hormonelle Regulation der endometrialen Zell-
Zell-Adhäsion beim Menschen. Die mRNA-Werte für E-cadherin, α-catenin und β-catenin lagen in 
der Lutealphase des Zyklus höher als in der proliferativen Phase. Durch Gabe von 
Estradioldiproprionat nahmen diese RNA-Werte wieder ab. Da diese Daten das Resultat 
semiquantitativer Southern Blot Analysen von Kompletthomogenaten endometrialen Gewebes sind, 
können sie aber auch lediglich das, über den Zyklus variierende, relative Verhältnis von Stroma- zu 
Epithelzellen widerspiegeln. 
Zusammenfassend liefert die hier untersuchte Änderung der lateralen Zell-Zell-Adhäsion humaner 
endometrialer Epithelzellen neue in vivo Daten zur Plastizität epithelialer junctions. Es ist naheliegend 
daraus zu folgern, dass zur Vorbereitung der Invasion durch den Trophoblasten eine Änderung der 
Morphologie und der Polarität endometrialer Epithelzellen eintreten muss, und dass diese wiederum 
unter hormoneller Kontrolle erfolgt.  
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6.2 Murines Endometrium 
 
Modell für den Einfluss desmosomaler Defekte auf die frühe Implantation bei Mäusen 
Wie bereits im vorhergehenden Absatz dargelegt, bestehen zwischen humaner und muriner 
Implantation wesentliche Unterschiede im Implantationsmodus (Schlafke und Enders, 1975). 
Trotzdem wurde versucht, mit Hilfe einer desmosomalen Maus-Mutante den Einfluss eines Defekts 
auf den Uterus zu untersuchen. Die bisher durchgeführten Untersuchungen an nicht-schwangeren 
Mäusen galten zunächst der Feststellung, ob und in welchem Ausmaß das Endometriumepithel der 
DSG2-ΔE4-E6 Mäuse durch die desmosomale Mutation betroffen ist. Aus Untersuchungen der 
Herzen homozygot mutierter Tiere ist bekannt, dass diese bereits in einem Alter von 2 Wochen 
Anzeichen einer fibrotischen, dilatativen und arrhythmogenen Kardiomyopathie zeigen können 
(Krusche et al., 2011). Anhand immunhistochemischer und ultrastruktureller Analysen lässt sich der 
pathologische Phänotyp am Herzen ab einem Alter von 4 Wochen bei allen homozygot mutierten 
Tieren feststellen (Kant et al., 2012). Die hohe Reproduktionsrate von Mäusen, ihr kurzer Zyklus und 
die Fähigkeit nach einem Wurf, fast übergangslos, ein erneut rezeptives Endometrium zu generieren, 
machen den murinen Uterus zu einem höchst plastischen Gewebe. Ähnlich wie beim Herzen konnte 
man daher nicht nur einen Entwicklungsdefekt, sondern auch eine durch die desmosomale Mutation 
verursachte Funktionsminderung erwarten.  
Die hier durchgeführte Immunfluoreszenzstudie zur Intensität und Verteilung von Dsg2 an Uteri 
mutierter und nicht mutierter Tiere, wurde im Vergleich zum ubiquitär exprimierten desmosomalen 
Plaqueprotein Dsp durchgeführt. Die festgestellte Verminderung des Signals für Dsg2 in den Uteri 
homozygot mutierter Tiere, lässt auf eine verminderte Expression des mutierten Dsg2 im 
endometrialen Epithel schließen. Western Blots gegen Dsg2 an Herzlysaten homozygot mutierter 
Tiere, zeigten ebenfalls eine verminderte Expression des mutierten Proteins (Krusche et al., 2011).  
Durch die Deletion von zwei der vier extrazellulären Bindedomänen (EC1 und EC2), denen eine 
wesentliche Beteiligung an den interzellulären cis- und trans-Interaktionen der desmosomalen 
Cadherine zugeschrieben wird (Troyanovsky, 2005), ist neben der verminderten Expression im 
Gewebe auch von einer funktionellen Einschränkung des mutierten Dsg2 auszugehen. Es müssen 
jedoch auch Kompensationsmechanismen des Epithels in Betracht gezogen werden, beispielsweise 
eine Funktionsübernahme durch andere desmosomale Cadherine. So wird neben Dsg2 auch die 
Expression des Cadherins Desmocollin 2 als ubiquitär in allen Desmosomen beschrieben (Huber, 
2003). Zudem wurden an Paraffinschnitten muriner Uteri auch Desmoglein 1-Isoformen durch 
spezifische Antikörper nachgewiesen (Brennan et al., 2004). 
Erste Hinweise auf einen möglichen funktionalen Effekt der Dsg2-Mutation im Uterus liefern Daten 
einer vergleichenden Ultrastrukturanalyse endometrialer Epithelzellen von Wildtyptieren und 
Mutanten. Ultrastrukturell untersucht wurde dieselbe Gruppe zyklusdatierter Tiere, die von mir 
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immunfluoreszenzmikroskopisch analysiert wurden. Die, von Frau Sabine Eisner angefertigten und 
von Matthias Hodecker im Zuge seiner Doktorarbeit ausgewerteten, elektronenmikroskopischen 
Aufnahmen zeigten, dass die uterinen Desmosomen bei homozygot mutierten Tieren einen erweiterten 
Interzelluarspalt aufweisen. Zudem wurde eine Reduzierung der Zahl der Desmosomen entlang der 
lateralen Epithelzellmembranen bei den Mutanten festgestellt (bislang unveröffentlichte Daten). 
Dieser Befund deckt sich mit dem Befund dieser Arbeit, nach der bei Mutanten sowohl für Dsp als 
auch für  Dsg2 eine Verminderung der Zahl fluoreszenter Punktmarkierungen entlang lateraler 
Membranen vorlag.  
Die bisher erhobenen deskriptiven Daten zur DSG2-ΔE4-E6 Mutation am murinen Uterus lassen 
zunächst keinen Rückschluss auf eine tatsächliche funktionelle Beeinträchtigung der Interaktion von 
maternalem Epithel  und implantierendem Embryo zu. Die bereits in der Diskussion zum „Humanen 
Endometrium“ zitierten Arbeiten zur frühen Schwangerschaft bei Maus und Ratte, legen allerdings 
eine Beteiligung desmosomaler Strukturen der maternalen Seite an der frühen Implantation nahe 
(Illingworth et al., 2000; Preston et al., 2004, 2006).  
In Untersuchungen transgener Mäuse mit desmosomalen Mutationen, sowie knock-outs desmosomaler 
Proteine wird vielfach der Aspekt der Embryonalentwicklung bzw. der embryonalen Letalität 
beleuchtet (Holthofer et al., 2007). Da erste Desmosomen bereits ab dem Entwicklungstag 3,5 (E 3.5) 
nachweisbar sind (Gallicano et al., 1998), können entsprechende Mutationen schon vor dem 
Implantationszeitpunkt (ca. E 4.5) Auswirkungen zeigen und natürlich auch die weitere intrauterine 
Entwicklung beinträchtigen. So sterben Dsg2-Nullmutanten bereits intrauterin um den Zeitpunkt der 
Implantation (Eshkind et al., 2002). Um im hier verwendeten Tiermodell einen Effekt der Mutation 
auf maternaler, d.h. endometrialer Seite der embryo-uterinen Interaktion eindeutig zu belegen, 
müssten Embryotransfers von Wildtypmäusen in homozygot mutierte Weibchen erfolgen.  
Da die Hauptverwendung der Mauslinie zunächst der Untersuchung des beschriebenen ARVC-
Herzphänotyps dient, ließ das hierzu notwendige Zucht- und Verpaarungsprogramm bisher keine 
gezielteren Implantationsstudien mit ausreichenden Tierzahlen zu. Um eine entsprechende 
Nachkommenverteilung zu erlangen, wurde in erster Linie heterozygot verpaart, wobei die homozygot 
mutierten Nachkommen unterrepräsentiert waren und aufgrund der geringen Wurfgrößen nur in 
begrenzter Zahl zur Verfügung standen (Krusche et al., 2011). 
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Kombination von murinem Primärmaterial und humanen Zelllinien als Annäherung eines 
primären Implantationsmodells 
Trotz der genannten speziesabhängigen Unterschiede in der Modalität früher embryo-maternaler 
Interaktionen, kann eine Kombination von murinen Blastozysten und humanen Epithelzellen in Kultur 
einen Fortschritt in Richtung eines Implantationsmodells mit primärem Material liefern. Um die 
hormonabhängige Änderung endometrialer Rezeptivität zu untersuchen, wurden 4 Tage alte 
Mausblastozysten auf Ishikawa-Monolayer gegeben (Singh et al., 2010). Zwar fiel die Adhäsion auf 
den humanen Zellen geringer aus als auf Plastik, sie ließ sich aber durch Gabe von E2 und MPA vor 
und während der Kokultur steigern. Allerdings wird auch von einer Verdrängung der humanen 
Epithelzellen berichtet, was dem Implantationsmodus der Maus eher entspricht. Was die hormonelle 
Beeinflussung der Adhäsion betrifft, bietet dieses Modell aber dennoch eine Bereicherung zu den in 
dieser Arbeit gesondert untersuchten Systemen. Zur Untersuchung Fibronectin-vermittelter 
Interaktionen zwischen Blastozyste und endometrialem Epithel, wurden in einer weiteren Studie 
Rattenblastozysten mit Ishikawa-Zellen konfrontiert. Sie interagierten dabei ebenfalls adhäsiv 
miteinander (Kaneko et al., 2013). Durch Zugabe eines RGD-Peptids konnte diese heterologe 
Interaktion moduliert werden. Speziesspezifische Unterschiede können allerdings auch in Kultur zum 
Tragen kommen. Dies verdeutlichte eine vergleichende Studie, in der humane, bovine und murine 
Blastozysten mit primärem uterinen Epithel der jeweils gleichen Spezies konfrontiert wurden 
(Lindenberg et al., 1989). Bei Untersuchungen der Ultrastruktur entsprechender Konfrontationsstellen 
mit Fokus auf sehr frühe Interaktionen konnten speziesspezifische Implantationsmodi, die den 
postulierten Vorgängen der in vivo-Situation ähnelten, auch in vitro ausgemacht werden. 
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6.3 Zellkultur 
 
Zelllinien im Monolayersystem 
Die zur Untersuchung von Polarisierung in 3D, sowie der Interaktion mit Trophoblastzellen, 
herangezogenen endometrialen Epithelzelllinien, wurden anhand von Literaturangaben, vor allem 
bezüglich ihrer im zweidimensionalen Verband ausgebildeten Polarität, ausgewählt (Hannan et al., 
2010). Die aus Ultrastruktur- und Adhäsionsstudien gewonnenen Daten haben sich in der hier 
durchgeführten Untersuchung der 3D-Systeme bestätigt. Demnach ist eine Übertragbarkeit  von 2D- 
zu 3D-Systemen, im Hinblick auf die Ausbildung von Epithelzellpolarität, möglich. Auf 
entscheidende Unterschiede und weitere Fragen der Übertragbarkeit wird im Abschnitt „3D-
Zellkulturen“ näher eingegangen.  
 
2D-Implantationsmodelle mit heterologen und speziesübergreifenden Interaktionen 
Aufgrund der genetischen Verschiedenheit maternaler und embryonaler Gewebe kann bei der 
Interaktion von Trophoblastzellen mit endometrialen Epithelzellen bereits von der Ausbildung 
heterologer junctions gesprochen werden. Die in Zusammenarbeit mit Fabia Flensberg während ihrer 
Doktorarbeit durchgeführten Konfrontationen von AC-1M88 Trophoblastzellen und MCF-7 
Brustkrebszellen zeigten, dass auch gewebsübergreifend Interaktionen über Zell-Zell-Kontakte 
zustande kommen. Unter Berücksichtigung der zahlreichen Zielgewebe ektopischer Implantationen 
(Zervix, Tuben, Ovar, Peritoneum) überrascht diese Form heterologer Interaktion nicht. Im Abschnitt 
„muriner Uterus“ ist bereits Bezug auf  in vitro-Systeme genommen worden, die Zellen verschiedener 
Spezies miteinander konfrontieren (Singh et al., 2010; Kaneko et al., 2013). Zur Klärung der 
Bedeutung von endometrialer Epithelzellpolarität für die frühe Interaktion mit dem Trophoblasten, 
könnten die unterschiedlich polarisierten endometrialen Epithelzelllinien mit primären Maus-
Blastozysten konfrontiert werden. Dies würde eine Ergänzung zum hier etablierten 
3D-Konfrontationssystem bieten und den Aspekt der Interaktion auf den frühen Erstkontakt im 
Bereich des luminalen Epithels verschieben. Die bereits in Abschnitt „Muriner Uterus“ erwähnten 
Untersuchungen von Lindenberg et al. (1989) lassen allerdings vermuten, dass die Mausblastozysten 
den verdrängenden „displacement type“ Implantationsmodus in vitro beibehalten.  
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MDCK Zellen – Modelllinie für epitheliale Polarität und Lumenbildung in 3D 
Die zur methodischen Etablierung verwendeten MDCK-Zellen stellen - als stark polarisierte Zelllinie - 
ein Standard-Zellkulturmodell für Epithelzellen dar. Der Desmocollin 2a-Klon MDc-2 wurde bisher 
zur Untersuchung desmosomaler Dynamik in der Monolayerkultur eingesetzt (Windoffer et al., 2002). 
In 3D in vitro-Systemen wurden mit MDCK-Zellen großlumige Zysten generiert und an diesen 
Polaritätsmarker untersucht (Rehder et al., 2006). MDCK-Zellen dienen desweiteren zur 
Untersuchung von Mechanismen der Lumenbildung in Gelmatrices (Rodriguez-Fraticelli et al., 2012). 
Zum Mechanismus der Lumenbildung in multizellulären Sphäroiden werden je nach Zelllinie und 
Quelle unterschiedliche Theorien angeführt. Diese reichen von einer Zusammenlagerung einzelner 
Zellen zu einem Hohlraum-bildenden Cluster (Zhu et al., 2012), über das Sezernieren in eine sich 
ausweitende Cavität innerhalb klonal wachsender Sphäroide (Buchholz et al., 2011), bis zum 
apoptotischen Untergang von Zellen im Innern klonal gewachsener Cluster (Debnath et al., 2002).  
Auf Anregung und in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Klaus Ebnet vom ZMBE der 
Universität Münster wurde die in dieser Arbeit beschriebene 3D-Kultur von MDCK-Zellen und 
endometrialen Epithelzellen entwickelt. 
 
Etablierung des 3D-Modells erfolgte zunächst an misidentifizierten MCF-7 Zellen 
Beim Umgang mit Zelllinien besteht - neben den üblichen Gefahren durch Kontaminationen mit 
Bakterien, Pilzen oder Mykoplasmen - die Gefahr einer Kreuzkontamination durch eine andere 
Zelllinie. Diese kann gegenüber der ursprünglich eingesetzten Zelllinie im Wachstum bevorteilt sein 
und diese sukzessiv verdrängen. Die Problematik ist seit einigen Jahrzehnten bekannt. Eine 
Authentifizierung von in Gebrauch befindlichen Zelllinien nach üblichen Standards (Masters et al., 
2001) wird jedoch immer noch zu selten durchgeführt, was zu einer hohen Zahl weltweit vorhandener 
Kreuzkontaminationen und zur Verdrängung vieler einst bestehender Zelllinien führt (Capes-Davis et 
al., 2010). 
Die verwendete MCF-7 Zelllinie wurde über einen Zeitraum von insgesamt drei Jahren als 
immortalisierte endometriale Epithelzelllinie geführt und untersucht. Als hTERT-EEC Zellen 
charakterisiert (Hombach-Klonisch et al., 2005), ist die Zelllinie direkt vom Ursprungslabor bezogen 
worden. Insgesamt sind die Zellen in 12 Veröffentlichungen als hTERT-EEC Zellen behandelt worden 
(Hombach-Klonisch et al., 2005; Hombach-Klonisch et al., 2006; Horne et al., 2009; Aboussahoud et 
al., 2010; Duncan et al., 2010; King et al., 2010; Willing et al., 2010; Duncan et al., 2011; Russell et 
al., 2011; Burnett et al., 2012; Han et al., 2012; Caballero et al., 2013). Mit Erscheinen einer 
Veröffentlichung zur Misidentifizierung diverser endometrialer und ovarieller Epithelzelllinien zur 
Mitte des Jahres 2012 (Korch et al., 2012), wurde ein Fortsetzen der Versuche an der Zelllinie 
hTERT-EEC, als Modell für endometriale Epithelzellen, obsolet. Wie short tandem repeat (STR) 
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Analysen belegten, handelte es sich bei der Zelllinie hTERT-EEC, von den frühesten noch erhältlichen 
Passagen an, um die Mammakarzinomzelllinie MCF-7. Auch die, als spontan immortalisiert 
beschriebene, endometriale Epithelzelllinie HES war nachweislich nicht mehr existent (Korch et al., 
2012). Die durchgeführten Genotypisierungen über STR-Profile belegten, dass es sich bei der HES 
Zelllinie um die Zervixkarzinomzelllinie HeLa handelte. Es stand somit fest, dass zum hiesigen 
Zeitpunkt keine immortalisierte endometriale Epithelzelllinie, die für die angestrebte Modellierung des 
in vivo Systems in jedem Fall einer Karzinomzelllinie vorzuziehen wäre, zur Verfügung stand. Um die 
bis dahin etablierten Zellkulturparameter weiterhin im Sinne eines Modells für frühe Vorgänge der 
Implantation beim Menschen anwenden zu können, wurden im Folgenden mehrere endometriale 
Adenokarzinomzelllinien eingesetzt. Aufgrund der Arbeitshypothese eines Zusammenhangs zwischen 
Polarität der endometrialen Epithelzellen und deren Interaktion mit dem Trophoblasten wurde eine 
Auswahl unterschiedlich polarisierter Adenokarzinomzelllinien getroffen.  
 
Aspekte hormoneller Beeinflussung epithelialer Polarität in vitro 
Durch Einsatz der beiden Steroidhormone E2 und MPA und deren Kombination sollten die 
Veränderungen während des Zyklus, sowie hormonelle Umstellungen in der Frühschwangerschaft, am 
in vitro System simuliert werden. Bei Kultur der Sphäroide der verschiedenen Zelllinien ist unter 
Hormonstimulation bei keiner eine deutliche Veränderung der Verteilung des desmosomalen Markers 
Dsp oder eine veränderte Lumenausbildung festgestellt worden. Das verwendete Stimulationsprotokoll 
und die Kulturbedingungen lassen bisher keine Rückschlüsse auf Umverteilungen von Zell-Zell-
Kontakten und einer hormonellen Regelung dieser Vorgänge wie im Zyklus zu. Zur Verifizierung 
direkter Effekte der hormonellen Stimulation auf die jeweiligen Zellen im Gel war es notwendig, die 
Responsivität der Zellen auf das Stimulationsschema zu überprüfen. Dies wurde an 
Monolayerkulturen von Zellen der gleichen Passage parallel zum 3D-Kulturansatz durchgeführt. Ein 
Verlust der Hormonrezeptoren, der über mehrere Passagen hinweg auftreten kann, sollte durch dieses 
Vorgehen ausgeschlossen werden. Die Testung der Hormonresponsivität aller verwendeten 
endometrialen Zelllinien nach Stimulation ergab für Ishikawa und ECC-1 Zellen eine regulierte 
Expression der Rezeptoren für Östrogen und Progesteron. Da die Regulation nicht flächendeckend am 
gesamten Monolayer aufgetreten ist, sondern vielmehr an Inseln von Zellen zu beobachten war, ist 
davon  auszugehen, dass auch in den parallel angesetzten 3D-Kulturen nicht alle endometrialen Zellen 
in gleicher Weise auf die Hormonsubstitution angesprochen haben. Hinzu kommt, dass zur 
Beurteilung der Polarität der Sphäroide, Auswahlkriterien bezüglich ihrer Form, Größe, sowie der 
Anordnung ihrer Zellen festgelegt worden sind. Folglich kann bei den untersuchten Sphäroiden 
durchaus noch ein unterschiedliches Ansprechverhalten auf Hormone vorgelegen haben. Es kann auch 
nicht ausgeschlossen werden, dass bei der Auswahl entsprechend gestalteter und, im Vergleich zur 
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Gesamtheit der vorliegenden Zellaggregate, eher kleinen Sphäroide, bei der Auswertung gerade auf 
wenig responsive Zellen selektioniert worden ist. Während unter Estradiol ein proliferativer Effekt auf 
die Epithelzellen zu erwarten ist, könnte beispielsweise die Auswahl besonders kleiner, gut zu 
beurteilender Sphäroide die Wahrscheinlichkeit, wenig responsive Sphäroide zu betrachten, erhöhen. 
Das Zustandekommen unterschiedlich großer Sphäroide in den 3D-Kulturen lässt sich jedoch auch 
damit erklären, dass - selbst nach Optimierung des Protokolls zur Vereinzelung der endometrialen 
Epithelzellen - während der Zellzahlbestimmung immer noch Zellen in kleinen Clustern beobachtet 
worden sind. In Einzelfällen kann also von einem nicht-klonalen Wachstum der Sphäroide 
ausgegangen werden. Außerdem könnten sich selbst vereinzelte Zellen, aufgrund enger räumlicher 
Nachbarschaft zueinander, im Laufe der 3D-Kultivierungsdauer zu größeren Gebilden aggregiert 
haben. Um letztlich den direkten Effekt von Steroidhormonen auf die, in 3D-Kulturen wachsenden, 
endometrialen Epithelzellen zu untersuchen, müsste parallel zur immunzytochemischen Lokalisierung 
von Zell-Zell-Adhäsionsmarkern ein Nachweis der entsprechenden Hormonrezeptoren im 
untersuchten Sphäroid selbst erfolgen. Die nukleären Hormonrezeptoren konnten bislang nur mit einer 
kombinierten Formalin-Methanol-Aceton-Fixierung nachgewiesen werden. Formalinfixierung von 
Zellen im Gel erschwerte in Vorversuchen bislang die immunzytochemische Darstellung von 
Bestandteilen der Zell-Zell-Kontakte, so dass eine Mehrfach-Immunfluoreszenz zur parallelen 
Darstellung der Rezeptoren und von Polaritätsmarkern bislang nicht verfolgt werden konnte. Durch 
Transfektion der endometrialen Zelllinien mit entsprechenden fluoreszierenden Proteinkonstrukten 
könnte der gleichzeitige Nachweis von Hormonrezeptoren der untersuchten dreidimensionalen 
Strukturen erfolgen. 
 
Erweiterung des 3D-Kulturmodells zum Kokultursystem mit Stromazellen 
Desweiteren besteht die Möglichkeit, dass die Veränderungen endometrialer Epithelzellpolarität im in 
vivo System zwar durch die ovariellen Steroidhormone gesteuert, jedoch durch einen anderen Zelltyp 
im Gewebe vermittelt werden. Im Hinblick auf die in dieser Arbeit beobachtete Steigerung der 
Proliferationsrate von MCF-7 Epithelzellen durch Kokultivierung mit der endometrialen 
Stromazelllinie HESC, ist vorstellbar, dass auch Effekte hormoneller Substitution auf die Änderung 
endometrialer Epithelzellpolarität im 3D-Kulturmodell durch Stromazellen vermittelt werden. Unter 
diesen Umständen wären Änderungen im Verteilungsmuster des desmosomalen Markers Dsp nur in 
Anwesenheit der Zelllinie HESC zu beobachten. Ein Ansatz der 3D-Gele in den bereits verwendeten 
Insert-Systemen könnte Aufschluss geben über die Notwendigkeit einer Kokultur der endometrialen 
Epithelzelllinine mit HESCs. Alternativ könnten den endometrialen 3D-Kulturen Mediumüberstände 
von hormonbehandelten HESC beim Mediumwechsel zugeführt werden, um sie mit solublen Faktoren 
aus dem stimulierten Stroma zu versorgen. Diese Herangehensweise böte den Vorteil, im Fall von 
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beobachtbaren Effekten auf die Epithelzellen, nachträglich Sekretomanalysen an gesammelten 
Mediumüberständen durchzuführen. 
Das Konfrontationsmodell mit der Trophoblastzelllinie AC-1M88 stellt bereits eine Erweiterung des 
3D-Modells durch einen zweiten Zelltyp dar. Was die Substitution dieser Konfrontationskulturen mit 
Steroidhormonen betrifft, muss beachtet werden, dass Motilität und Invasivität der 
Trophoblastzelllinie nicht nur vom Polaritätszustand der jeweiligen endometrialen Epithelzelllinie, 
sondern auch von der jeweiligen Hormonsubstitution abhängen kann. Grundsätzlich ist hierzu 
festzuhalten, dass hormonelle Veränderungen in der in vivo Situation natürlich auch auf beide 
beteiligten Zelltypen, endometriale Epithelzellen und Trophoblastzellen in gleicher Weise einwirken. 
Die Anwesenheit der Trophoblastzellen im Konfrontationsmodell kann sich - auch unabhängig von 
hormoneller Beeinflussung der Polarität der endometrialen Epithelzellen - auf die endometrialen 
Epithelzellen selbst auswirken. 
Das bisherige Ausbleiben beobachtbarer Effekte der hormonellen Stimulation auf die laterale Zell-
Zell-Adhäsion und Polarität der 3D-Epithelzellkulturen könnte gegen eine direkte Wirkung der 
Steroidhormone auf die Epithelzellen sprechen. Eine in vivo über das umgebende Stroma vermittelte 
Regulation ist wahrscheinlich und liefert ein Argument für eine Erweiterung der 3D-Kulturen auf 
Kokulturen mit Stromazellen. Um den in vitro-Ansatz weiterhin einfach zu halten, wäre alternativ eine 
Substitution mit Mediumüberständen hormonell stimulierter Stromazellkulturen denkbar. Der Einfluss 
von Stromazellen auf die laterale Zell-Zell-Adhäsion von Epithelzellen in Kokulturen, ist an 
Prostataepithelzellen bereits untersucht worden (Chambers et al., 2011). BPH-1 Zellen wurden in 
Matrigel zu lumenbildenden Sphäroiden kultiviert und, analog zu 3D-Kulturen aus 
Mammakarzinomzellen, als Azini bezeichnet. Kokultivierung der Azini mit primären Stromazellen 
erhöhte die Kolokalisierung von Aktin und E-cadherin, während die parazelluläre Permeabilität 
vermindert wurde. Eine veränderte Expression von E-cadherin und Dsg2 konnte weder auf mRNA-, 
noch auf Proteinebene festgestellt werden. Zudem erhöhte sich der Anteil dicht aneinander liegender 
lateraler Membranen (>20 nm) in Azini mit Stromakokultur deutlich. Microarray-Analysen der 
Stromazellen wiesen auf eine Beteiligung von TGFβ2 hin, das in Kokulturen hochreguliert war und 
dessen Inhibierung die oben beschriebenen Effekte auf die Epithelzellen der Azini in Kokulturen 
abschwächte. 
Grundsätzlich können alle drei TGFβ-Isoformen (TGFβ1, TGFβ2, TGFβ3) im humanen Endometrium 
immunhistochemisch nachgewiesen werden, sowohl im Epithel als auch in den Stromazellen (Gold et 
al., 1994). Diese Arbeit, mit Fokus auf parakrine und autokrine Wirkung von TGF bei endometrialer 
Hyperplasie und endometrialen Karzinomen, weist immunhistochemisch eine Regulation aller drei 
Isoformen über den Zyklus auf, die je nach Isoform zwischen Stroma und Epithel differiert. Während 
vor allem TGFβ3 über den Zyklus signifikant reguliert erschien, zeigte TGFβ2 eine stärkere 
Immunoreaktivität im Stroma als im Drüsenepithel. Neuere Daten zur Genexpression von TGFβ2 
zeigten das Zytokin in der frühen proliferativen Phase auf mRNA-Ebene hochreguliert (Petracco et al., 
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2012). In dieser Microarray-Analyse wurden ausschließlich Proben der ersten Zyklushälfte untersucht 
und lieferten somit lediglich einen Hinweis auf eine Regulierung von TGFβ2 in der proliferativen 
Phase. 
Daten zu erweiterten 3D-Kokulturen aus endometrialen Epithel- und Stromazellen für 
Adhäsionsstudien mit JAR-Sphäroiden unterstreichen des Weiteren, dass eine Kombination beider 
Zelltypen für Untersuchungen unter Substitution mit ovariellen Steroidhormonen unabdingbar ist. 
mRNA Analysen zeigten hier, dass die Anwesenheit von Stromazellen (HESC), in einer Fibrin-
Agarose-Matrix unter einem Monolayer von Ishikawa Zellen, nicht nur die Wirkung einer 
Kombination von E2 und MPA unterstützt bzw. moduliert, sondern umkehren kann. Unter Präsenz der 
Stromazellen im 3D-System kam es bei Gabe der kombinierten Hormone zu einer Verminderung von 
E-Cadherin mRNA, während ohne Stromazellen die Tendenz zu einem höheren mRNA-Gehalt des 
epithelialen Cadherins bestand. Zudem wurde eine Beeinflussung der Aushärtung der verwendeten 
3D-Matrix durch die Konzentration der eingebrachten Stromazellen gezeigt. Ein Aspekt, der 
wiederum verdeutlicht, dass mit zunehmender Komplexität des 3D-System und seiner Komponenten 
auch die Zahl der Einflussgrößen zur Etablierung eines reproduzierbaren experimentellen Systems 
zunimmt. Umgekehrt wurden auch Einflüsse des Epithels auf die Dezidualisierung der HESCs unter 
Hormonstimulation untersucht. Eine signifikante Erhöhung der Prolactin-mRNA, nach siebentägiger 
Gabe von E2 und MPA, konnte nur in Anwesenheit der Epithelzellen im 3D-System festgestellt 
werden (Wang et al., 2013). Dieser experimentelle Ansatz verdeutlicht die, in der Literatur vielfach 
beschriebene, bilaterale Wechselwirkung zwischen den verschiedenen Zelltypen des Endometriums. 
Die wechselseitige Beeinflussung verschiedener Zelltypen ist in 3D-Kulturen messbar und sollte daher 
in Ansätzen zur Nachbildung der humanen Implantation in vivo Berücksichtigung finden. Zum 
Zeitpunkt der Implantation kommen Einflüsse des Trophoblasten mit ins Spiel, die ein System aus drei 
verschiedenen Zelltypen zu einem auf komplexe Weise interagierenden System werden lassen. Bei der 
Etablierung eines Zellkultursystems zur Nachbildung von Implantationsvorgängen beim Menschen ist 
daher abzuwägen, wie viel Interaktion zur Untersuchung der gestellten Hypothese notwendig ist, da 
eine Integration vieler Komponenten auf Kosten der experimentell durchaus erwünschten Einfachheit 
und der angestrebten Reproduzierbarkeit eines in vitro-Systems gehen kann.  
 
Vergleiche zwischen 2D- und 3D-Kulturen - weitere Argumente für den Vorzug komplexerer in 
vitro-Modelle 
Die in dieser Arbeit verwendeten endometrialen Adenokarzinomzelllinien zeigen eine 
unterschiedliche Polarisierung in azinären Strukturen. In weiterführenden Untersuchungen sollen sie 
als Modelllinien für unterschiedlich vorbereitetes bzw. rezeptives endometriales Epithel als Ziel der 
Trophoblasteninvasion dienen. Zwei der verwendeten Linien (Ishikawa und RL95-2) wurden von 
Chitcholtan et al. (2013) unter dem Aspekt unterschiedlicher Differenzierungsgrade endometrialer 
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Karzinomzelllinien in 3D-Kulturen in ähnlicher Weise in Matrigel kultiviert. Stapelaufnahmen ganzer 
Sphäroide im Matrigel bestätigten die hier vorgestellten Beobachtungen hinsichtlich der 
unterschiedlichen Polarisierung von Ishikawa und RL95-2 Sphäroiden. Ebenso blieb die 
Lumenbildung, wie bei RL95-2 oben gezeigt, in den meisten Fällen aus. Die unterschiedliche 
Morphologie der Sphäroide wurde anhand von Immunfluoreszenzmarkierungen gegen Keratin 18, β1- 
und β4-Integrin gezeigt und als Ausdruck des unterschiedlichen Differenzierungsgrades (grading) 
interpretiert. Dies spiegelte sich nur in der 3D-Kultur, nicht aber in der Monolayer-Situation (2D-
Kultur) wider. Vergleiche zwischen 2D- und 3D-Kultur zeigten zudem eine verminderte 
Proliferationsrate im Gel, dafür aber höhere mRNA-Werte für die erwähnten Integrine in der 3D-
Kultur. 
Die Übertragung eines an Monolayer-Kulturen beobachteten, Steroidhormon-induzierten Effekts auf 
parallel hierzu durchgeführte 3D-Kulturen kann fehlerbehaftet sein. Die hormoninduzierte Expression 
von Zielgenen kann auch bei Zellen der gleichen Passage, aufgrund einer, durch Matrigel vermittelten, 
Polarisierung der Epithelzellen verändert sein. Hinweise hierauf lieferte eine Untersuchung an 
primären endometrialen Epithelzellen auf Matrigel, die im Vergleich zum Monolayer auf Plastik 
bereits einen höheren Gehalt an Gesamt-RNA aufwiesen. Zudem zeigten die polarisierten 
Epithelzellen einen stärkeren Anstieg des Gehalts an Gesamt-RNA auf Stimulation mit Progesteron als 
die Zellen, die nur auf Plastik kultiviert wurden. Allerdings wurden die Östrogen- und 
Progesteronrezeptoren in dieser Arbeit nicht bestimmt (Novin und Nouri, 2007). Generell muss aber 
zur Regulation von Östrogen- und Progesteronrezeptoren am Monolayer kritisch angemerkt werden, 
dass aufgrund der veränderten Kulturbedingungen im 3D-Modell diese Regulation nicht ohne weiteres 
auf die Sphäroidkulturen übertragen werden kann. 
Im Gegensatz zu dem in dieser Arbeit vorgestellten in vitro Implantationsmodell - vereinzelte EVTs in 
einer Matrix mit glandulär wachsenden, endometrialen Epithelzellsphäroiden - sind die meisten bisher 
etablierten Implantationsmodelle als Adhäsionskulturen mit Epithelzellmonolayern und 
Trophoblastzellsphäroiden angelegt worden. In diesen Modellen für die Adhäsion des Trophoblasten 
an luminales, endometriales Epithel konnte gezeigt werden, dass endometriale Epithelzelllinien mit 
zunehmender Polarität weniger adhäsiv sind und umgekehrt (Hannan et al., 2010). Untersuchungen an 
einem 3-D-Adhäsionsmodell, das neben primären endometrialen Epithelzellen auch zwei der hier 
untersuchten Linien (Ishikawa und HEC-1-A) einschloss, zeigten eine erhöhte Adhäsion von JAR-
Sphäroiden an Epithelzellen dieser Linien, wenn diese auf einer Fibrin-Agarose-Matrix kultiviert 
wurden (Wang et al., 2011). Diese eigentlich polarisationsfördernden Bedingungen scheinen, trotz 
vermeintlich besserer Barrierefunktion des Epithels, die apikale Adhäsivität der endometrialen 
Epithelzellen zu erhöhen. Grund hierfür könnte eine veränderte Ausstattung der apikalen Domäne mit 
Rezeptoren sein, die der angestrebten in vivo Situation mehr entspricht. Hinzu kommt, dass die 
Anwesenheit von endometrialen Stromazellen in der Matrix, unterhalb der endometrialen 
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Epithelzellen, deren Adhäsivität zusätzlich verbessern kann, was wiederum für parakrine Effekte im 
3D-Kokultursystem spricht. 
 
Nachweis heterologer junctions im 3D-Implantationsmodell  
Die am 2D- und 3D-Konfrontationssystem durchgeführten Immunfluoreszenzreaktionen gegen das 
desmosomale Plaqueprotein Dsp lassen darauf schließen, dass es zu heterologer Interaktion kommt. In 
Kombination mit Phasenkontrastbildern der gescannten Bereiche und den Kernsignalen der DAPI-
Markierung, bilden die Zellen der Linie AC-1M88 mit jeder der drei eingesetzten endometrialen 
Adenokarzinomzelllinien gemeinsame Membranen aus, entlang derer sich die typische punktierte 
Dsp-Markierung zeigt. Im Bereich der Gele ist eindeutig zu erkennen, dass AC-1M88 Zellen sich mit 
den Sphäroiden assoziieren und diese in unterschiedlichem Maße invadieren. Im Gel ist die 
Auflösungsgrenze der eingesetzten Konfokalmikroskopie aber bereits stark limitiert, so dass Aussagen 
über die Ausbildung gemeinsamer desmosomaler Kontakte schwer zu treffen sind.  
Um die Interaktion zweifelsfrei als junction-vermittelt belegen zu können, sind weitere 
Untersuchungen des 3D-Systems nötig. Nur anhand elektronenmikroskopischer Aufnahmen oder 
durch Immunfluoreszenzuntersuchungen an transfizierten Zelllinien mit Fluorophor-gekoppelten 
Adhäsionsproteinen kann letztlich dargestellt werden, ob entsprechende Strukturen zu beiden Seiten 
der benachbarten Plasmamembranen in gleicher Weise ausgebildet werden. Was die Art und 
Beschaffenheit der dabei ausgebildeten Strukturen betrifft, müsste zudem eine Ausweitung der 
Immunfluoreszenzstudie auf weitere junction-Marker erfolgen. Gerade in in vitro-Systemen liegt je 
nach betrachtetem Zelltyp bzw. untersuchter Zelllinie eine große Diversität an junctions vor, die in 
Struktur und molekularer Zusammensetzung deutlich vom klassischen dreigeteilten Zell-Zell-
Adhäsionskomplexes abweichen könnte (Franke et al., 2009). In Hinblick auf den postulierten 
Invasions- und Penetrationsvorgang von Trophoblastzellen zwischen endometriale Epithelzelllayer, 
könnte dies interessante Anhaltspunkte über die Art und Beschaffenheit von, möglicherweise nur 
temporär ausgebildeten, „Anheftungsstellen“ zwischen den verschiedenen Zelltypen liefern. 
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6.4 Schlussfolgerung und Ausblick 
In der vorliegenden dreiteiligen Studie wurde der Frage nachgegangen, welche Bedeutung den Zell-
Zell-Adhäsionskomplexen der lateralen Plasmamembran humaner endometrialer Epithelzellen für die 
Interaktion mit invadierenden Trophoblastzellen zukommt. Bekannt ist, dass es beim Menschen in der 
frühen Schwangerschaft, während der Implantation, zur Penetration des endometrialen Epithels durch 
Trophoblastzellen und zur Ausbildung gemeinsamer, heterologer junctions kommt. Der erste Teil der 
Studie an humanem Material zeigte eine Umverteilung von Markern der adhering junctions entlang 
der lateralen Membran endometrialer Drüsenepithelzellen, die zeitlich mit dem Implantionsfenster des 
Zyklus zusammenfiel. In dieser rezeptiven Phase des Endometriums waren die Zell-Zell-
Adhäsionskomplexe nicht stark subapikal konzentriert, sondern gleichmäßig über die gesamte laterale 
Membran verteilt. Anhand dieser Daten wurde die Hypothese aufgestellt, dass in Vorbereitung auf die 
Invasion der Trophoblastzellen eine Lockerung der lateralen Adhäsion auf der maternalen Seite erfolgt 
(„Erleichterung der Trophoblasteninvasion“).  
Die Arbeit am murinen Endometrium zielte in diesem Kontext auf die Klärung der Frage ab, ob die 
Auswirkungen der desomomalen Mutation auf das maternale endometriale Epithel und damit auf 
deren Interaktion mit den Trophoblastzellen, ursächlich für die vorliegende Subfertilität sind. Die 
bisher geleistete Arbeit am murinen Uterus diente zunächst der Charakterisierung des Phänotyps am 
endometrialen Epithel. Basierend auf diesen Daten - in Kombination mit der erwähnten 
Ultrastrukturanalyse - wäre der nächste Schritt, durch Embryotransferstudien mit Wildtyp-
Blastozysten, eine durch Embryonalentwicklungsdefekte bedingte Limitierung der Nachwuchs- und 
Implantationsraten auszuschließen. Im Bezug auf die Übertragbarkeit einer weiterführenden Studie an 
der DSG2-Mauslinie auf Implantationsvorgänge beim Menschen müssen jedoch stets die 
unterschiedlichen Implantationsmodi berücksichtigt werden. 
Um zur oben formulierten Hypothese („Erleichterung der Trophoblasteninvasion“) zurückzukehren, 
wird abschließend noch einmal auf das neu etablierte in vitro System eingegangen. Durch Generierung 
drüsenähnlicher Sphäroide aus unterschiedlich polarisierten endometrialen Epithelzelllinien, konnten 
desmosomale Verteilungsmuster ermittelt werden, die denen an endometrialen Drüsen zu 
verschiedenen Zyklusphasen ähneln. Eine erste Überprüfung der Hypothese am 3D-System ergab, 
dass die Trophoblastzelllinie AC-1M88 zunächst mit jeder Linie, unabhängig von deren Polarität 
interagierte und diese in unterschiedlichem Maße auch invadierte. Dies ist ein vielversprechender 
erster Schritt, die Interaktion in der 3D-Kultur zu simulieren. Für die weitere Überprüfung der 
Hypothese wird es nötig sein, die Interaktionen zwischen Trophoblastzellen und endometrialen 
Sphäroiden nicht nur qualitativ zu erfassen. Im Zuge einer Erweiterung der Versuchszahlen müsste 
auch die Anzahl der Interaktionen pro Gel bzw. Raumeinheit quantifiziert werden. Der Aspekt der 
Regulation der endometrialen Epithelzellpolarität, der Zell-Zell-Adhäsion und der Trophoblast-
endometrialen Interaktion über ovarielle Steroidhormone konnte bisher nicht hinreichend geklärt 
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werden. Aufgrund des Ansprechverhaltens der Ishikawa Zelllinie auf die hormonelle Stimulation und 
deren moderater Polarität wäre es sinnvoll, eine Ausweitung der Hormonstimulationsversuche 
(Kokultur mit Stromazellen, Änderung von Stimulationsprotokoll und Kulturzeiten) an dieser Zelllinie 
weiter vorzunehmen. 
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7 Zusammenfassung 
Die Implantation des Embryos ist nur in der rezeptiven Phase des Endometriums, dem sogenannten 
Implantationsfenster möglich. Sie stellt einen kritischen Schritt in der frühen Schwangerschaft dar. 
Ziel der hier vorliegenden Arbeit war es, die Umverteilung lateraler Zell-Zell-Kontakte (junctions) des 
endometrialen Uterusepithels und ihre Bedeutung für die Rezeptivität des Endometriums und die 
mögliche Invasion des Trophoblasten während der Embryo-Implantation zu untersuchen. Die Arbeit 
gliedert sich in drei Teile, in denen diese Aspekte untersucht wurden: 
1) Untersuchung an humanen endometrialen Gewebeproben über den menstruellen Zyklus 
zur Umverteilung von adhering junctions in Vorbereitung auf die Trophoblasteninvasion:  
In Abhängigkeit vom menstruellen Zyklus wurde eine Umverteilung von Markern für 
Desmosomen (Desmoplakin, Desmoglein 2, Plakoglobin) und adherens junctions (E-cadherin, β-
catenin) von subapikaler Konzentrierung zu lateraler Gleichverteilung im Drüsenepithel 
festgestellt. Die beschriebene Umverteilung korrelierte zeitlich mit dem Implantationsfenster.  
2) Untersuchung an einer DSG2-Mutante als Modell für desmosomale Defekte:  
In einer tierexperimentellen Versuchsreihe wurden die Uteri von Mäusen mit einer Deletion von 
Exon 4 bis 6 des Desmoglein 2 Gens untersucht. Im Vergleich zu Wildtypmäusen zeigten die 
subfertilen Tiere eine deutliche Verminderung des Immunfluoreszenzsignals für das 
desmosomale Cadherin Desmoglein 2 am endometrialen Epithel. Zudem war die Zahl der 
Punktmarkierungen gegen Desmoglein 2 und gegen das desmosomale Plaqueprotein 
Desmoplakin entlang der lateralen Membranen des endometrialen Drüsenepithels vermindert.  
3) Entwicklung eines 3D-Zellkulturmodells zur Untersuchung der Trophoblast-endometrialen 
Interaktionen:  
Mit dem Ziel, die Regulation der junction-spezifischen Trophoblast-endometrialen Interaktionen 
zu untersuchen, wurde ein neues 3D-Zellkultursystem etabliert. Vier unterschiedlich stark 
polarisierte endometriale Epithelzelllinien wurden in einer Matrigel-Matrix zu drüsenähnlichen 
Sphäroiden kultiviert. Die verschiedenen Zelllinien zeigten entsprechend ihrer Polarisierung eine 
unterschiedliche Verteilung von Desmoplakin entlang der lateralen Membranen. Zudem gelang es 
- durch Konfrontation der 3D-Kulturen mit der Trophoblastzelllinie AC-1M88 -  eine junction-
vermittelte Interaktion dieser Zellen mit endometrialen Sphäroiden und eine Invadierung dieser 
drüsenähnlichen Strukturen nachzuweisen. 
Die vorliegenden Daten zeigen eine zyklische Regulation endometrialer junctions, die vermutlich auch 
- in Vorbereitung auf die Implantation - Auswirkung auf die Trophoblast-endometriale Interaktion hat. 
Im neu etablierten 3D-Zellkultursystem kann die Regulation dieser Interaktionen experimentell unter 
Einfluss ovarieller Steroidhormone weiter untersucht werden.   
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8 Summary 
The implantation of the blastocyst only occurs during the receptive phase of the endometrium, the so 
called ‘implantation window’. It represents a critical step in early pregnancy. Aim of this study was to 
investigate the redistribution of lateral cell-cell junctions of endometrial epithelial cells and its 
importance for endometrial receptivity and the invasion of the trophoblast in the early phase of 
pregnancy. The study is composed of three parts: 
1) Examination of human endometrial tissue samples from different phases of the menstrual 
cycle with focus on the redistribution of adhering junctions in preparation for trophoblast 
invasion:  
Subject to the menstrual cycle, markers of desmosomes (desmoplakin, desmoglein 2, 
plakoglobin) and adherens junctions (E-cadherin, β-catenin) were redistributed from a subapical 
concentration to an equal distribution along lateral membranes of glandular epithelial cells. This 
redistribution was correlated with the onset of the implantation window. 
2) Studies on a DSG2-mutant mouse strain as a model for desmosomal defects:  
In an experimental study, the uteri of mice carrying a mutation in the DSG2-gene due to a 
deletion of exons 4 to 6 were examined. Compared to wild type mice the immunofluorescence 
signal of the desmosomal cadherin desmoglein 2 was strongly diminished in endometrial 
epithelial cells of mutant animals. In addition, the number of punctuate staining spots of 
desmoglein 2 and the desmosomal plaque protein desmoplakin was decreased along the lateral 
membranes of the glandular epithelium. 
3) Establishment of a 3D cell culture model to investigate trophoblast-endometrial 
interactions:  
In order to investigate the regulation of junction-specific trophoblast-endometrial interactions a 
new 3D cell culture system was established. Four differently polarized endometrial epithelial cell 
lines were cultured in a Matrigel matrix and formed gland-like spheroids. According to their 
different polarity the four cell lines showed a different distribution of desmoplakin along their 
lateral membranes. In addition, by confronting the 3D culture with the trophoblast cell line AC-
1M88, interactions between these cells and the endometrial spheroids via cell-cell junctions could 
be demonstrated as well as invasion of these gland-like structures by the trophoblast cells. 
The data presented in this study point to a cyclic regulation of endometrial junctions that in 
preparation for implantation might have an effect on the trophoblast-endometrial interactions. The 
regulation of these interactions by ovarian steroids can be further investigated in the newly established 
3D cell culture system. 
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10 Abkürzungen 
 
% (v/v) Volumenprozent 
% (w/v) Massenprozent 
AEC 3-Amino-9-Ethylcarbazol 
ALAS1 5-Aminolevulinat-synthetase 1 
ARVC arrhythmogenic right ventricular cardiomyopathy 
ATCC American Type Culture Collection 
AU Airy unit (Normierungsfaktor des Pinhole-Durchmessers) 
BSA Bovines Serum Albumin 
d/d Maus-Genotyp: homozygot mutiert (beide DSG2-Allele) 
DAPI 4′,6-Diamidin-2-phenylindol  
DIC differential interference contrast  
Dsc2a Desmocollin 2a 
Dsg2 Desmoglein 2 
Dsp Desmoplakin 1/2 
E2 17β-Estradiol 
ECACC European Collection of Cell Cultures 
EDTA Ethylendiamintetraacetat 
EHS Engelbreth-Holm-Swarm 
ER Östrogenrezeptor 
EtOH Ethanol 
EVT extravillöser Trophoblast 
f forward (Primer)  
FCS fetal calf serum 
g Erdschwerebeschleunigung 
GE glanduläres Epithel 
GFP green fluorescent protein 
H2O bidest. Reinstwasser  
HE Hämatoxylin-Eosin 
HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethansulfonsäure 
HESC human endometrial stroma cells 
IVF in-vitro-Fertilisation 
KRT Keratin 
LE luminales Epithel 
LSM laser scanning microscope 
M molar 
m Milli 
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MDCK Madin-Darby canine kidney 
MPA Medroxyprogesteronacetat 
NaCl Natriumchlorid  
Ø Durchmesser 
p.a. pro analysi 
PBS phosphate buffered saline 
PCR polymerase chain reaction 
PFA Paraformaldehyd 
Ph Phasenkontrast 
PR Progesteronrezeptor 
PS Penizillin + Streptomyzin 
PSF Penizillin + Streptomyzin + Fungizone 
r reverse (Primer) 
RIN RNA integrity number 
RT Raumtemperatur 
STR short tandem repeat 
VE-H2O vollentsalztes Wasser 
VIM Vimentin 
w/o ohne (without) 
Wo Wochen 
wt/d Maus-Genotyp: heterozygot mutiert (ein DSG2-Allel) 
wt/wt Maus-Genotyp: Wildtyp 
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